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Introducio

A Amazdnia € um dos maiores repositorios de espécies uteis do planeta com pelo
menos 100 fruteiras consideradas potenciais de uso consagrado entre os povos amazonidas,
fazendo da regiio um campo bem apropriado para a selegio de novas espécies e variedades
com maior capacidade de produgio e resisténcia (Clement 1992 ,Venturieri 1993).

Dentre os numerosos problemas que a sociedade brasileira necessita resolver dois sdo
de inegavel importancia: o de garantir a produc¢do de alimentos em escala e custo que
atendam as demandas de mercado e a sua compatibilizagio com a preservagdo da
biodiversidade ¢ do meio ambiente. Com esta preocupagdo, para a Amazdnia, estdo sendo
sugeridas a adog3o de sistemas agroflorestais e o aproveitamento da biodiversidade regional
de suas fruteiras (Venturieri 1993, Gasparotto et al. 1997, Locatelliet al. 1996).

As espécies do género Theobroma, cujo o seu componente mais conhecido € o cacau
(Theobroma cacao 1.) possui pelo menos 4 espécies de antigo manejo dos indios
amazOnicos para a produgdo de polpa (7. grandiflorum) de améndoas para consumo humano
em forma de chocolate (7. grandiflorum novamente, I. speciosum e 1. cacao) e para o
consumo direto apds serem tostada (7. bicolor). Estas espécies tem porte florestal e se
prestam bem para o cultivo em sistemas agroflorestais, por serem tolerantes a sombra
(Venturieri 1999).

A hibridagdo entre espécies afins do género Theobroma é uma estratégia apontada
para promover a resisténcia a importantes doengas do cacaueiro como o inchaco dos brotos
("swollen shoot") e a Vassoura de bruxa (Criniplellis perniciosa). Esta tltima, tem sido a
responsavel pelo drastico declinio na produgio brasileira de cacau.

Para a obtengdo de variedades resistentes a uma doenga como Vassoura-de-bruxa
existem duas estratégias: a) exploracdo da variabilidade genética ja existente do cacau em si
e de suas espécies afins e b) formagio de transgénicos. Acreditamos que a primeira estratégia
ainda nfo foi suficientemente explorada e ndo apresenta riscos e por isto deve, até o
momento, ser preferida. A base para a aplicagdo da primeira estratégia mencionada s@o as
colegdes de germoplasma. Com as cole¢des € possivel inventariar a variabilidade existente,
proceder estudos de biologia reprodutiva, promover avaliagdes preliminares, facilitar a
formagdo de novas combinagdes genéticas € seu posterior aproveitamento em programas
mais aplicados de carater agrondmico. Neste sentido, o grupo envolvido no presente relatdrio
vem trabalhando desde 1994 (ver relatorios Venturieri e colaboradores, 1998, 1999 e 2000 -
Trabalhos desenvolvidos também com recursos do PTU proc. n. 63.00.13/95). O presente
relatério € mais um segmento dos objetivos ja mencionados, mostrando persisténcia (ja
somam 13 anos de trabalho) e coeréncia entre pesquisadores de diversas areas e instituigdes
brasileiras, em um mutirdo para tornar uma minascula parte da biodiversidade existente na
Amazdnia em produto comercial renovavel. Os resultados nos Gltimos trés anos, agora
financiados pelo presente projeto, tiveram como ponto alto, a redescoberta e recuperagio da
mais expressiva cole¢cdo de germoplasma do género Theobroma existente no mundo, com a
retirada da situacgdo de risco de perda que estava e de pelo menos 7 hibridos interespecificos
feitos pelo pesquisador Addison O Neill na década de 40. Um destes hibridos vem
demonstrando resisténcia a doenga "Vassoura-de-bruxa", um fato que por st sO mostra a
expressividade desta cole¢cdo. Em adigdo foram também desenvolvidos estudos sobre
biologia floral, biometria dos frutos, anatomia das sementes, enxertia, e biotecnologia da
micropropagagdo. Foram geradas duas paginas pa internet, uma sobre a colegdo de
germoplasma da Embrapa Amazdnia Oriental
(www.cpatu.embrapa.br/paginas/theobroma/theobroma.htm) e outra sobre uma base de



dados que organiza todas as informagdes existentes sobre cupuagu (www.ccb.ufsc.br/~cupu),
a espécie do género presente na cole¢do mais requeridas no momento.

Néo se pode deixar de mencionar que através do presente projeto foi possivel ainda -
formar pessoal qualificado para trabalhar com o aproveitamento dos recursos genéticos da
Amazonia. Foram formados dois mestres e recebidos como estagiarios nove alunos.

Os resultados estdo apresentado no formato de trabalhos, que foram e/ou serdo,
apresentados em reunides e/ou publicagSes cientificas, subdivididos entre os quatro
segmentos que corresponderam aos sub-projetos, conforme submetido no projeto original.

Ao longo destes ultimos quatro anos foi registrado um grande nimero de fotografias,
contendo imagens dos diversos segmentos do presente projeto. Estas fotos estdo sendo
algumas digitalizadas, tratadas, rotuladas e organizadas para a formag¢do de um banco de
imagem sobre as arvores, folhas, flores, frutos, sementes e plantulas das espécies contidas na
colecdo. Estas imagens serdo utilizadas para a reformulacdo das paginas da Internet e
gravadas em CD para distribui¢do entre os pesquisadores envolvidos no projeto.

A equipe agradece os recursos recebidos e mostra pelo presente relatorio o que pode
ser feito com a competéncia e seriedade dos seus colaboradores, temperada com a paixdo de
trabalhar na Amazénia. Os recursos genéticos de Theobroma estdo agora inventariados,
organizados e com informagdes que mostram o seu potencial. A ponta do "iceberg foi
mostrada”. Na colecdo existem genes de valo incalculavel, fruto de muitas horas de trabalho
e recursos publicos. Cabera aos seus gestores promoverem o seu aproveitamento e fazer
"bons negdcios" com eles para transformar esta riqueza latente em recursos que-possam
beneficiar o nosso pais, e dentro dele, preferentemente, os povos que vivem na Amazonia.
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BANCO DE GERMOPLASMA DE Theobroma L. (STERCULIACEAE) DA
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RESUMO

A necessidade de se manter bancos ativos de germoplasma de espécies de
Theobroma, fundamenta-se principalmente pela dificuldade de se preservar suas
sementes, por serem recalcitrantes, ndo toleram baixas temperaturas e
dessecamento. O género Theobroma abriga duas importantes espécies econdémicas
da Amazodnia, o cacaueiro (7. cacau) e o cupuaguzeiro (7. grandiflorum) onde a
cultura de ambas sofre pesadas perdas pela doen¢a conhecida como vassoura-de-
bruxa. Objetivando a revitalizagdo e conseqlente acesso do material genético
contido em um antigo banco de germoplasma, situado nos campos de pesquisa da
Embrapa Amazdnia Oriental, realizou-se um inventario com o mapeamento e a
identificacdo de todos os espécimes contidos na referida area, ja que as informacdes
originais foram perdidas, nédo existindo mais os mapas nem o histérico das origens
dos espécimes ali plantados. Em uma &rea de 70.200 m? foram encontradas 1.208
matrizes, com pelo menos nove espécies diferentes originadas de diversas regides
da Amazbnia, deste total de matrizes, pelo menos 290 sdo de hibridos de quatro

tipos de cruzamentos diferentes.

Termos para indexagdo: fruticultura, cacau, cupuacu.
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Abstract

The necessity of the establishment of germplasm banks of Theobroma species, is
due to difficulties in preserving their seeds in viable conditions for a long term since
they are recalcitrant, do not tolerate low temperatures and desiccation. Theobroma
genué includes two economically important Amazonian species, cocoa (7. cacao)
and cupuassu (7. grandiflorum) both suffering heavy looses caused by witches
broom disease. With the objective of 'revitalise and consequently give access for
genetic resources from an long term stabilised germplasm bank located at the fields
of EMBRAPA - Oriental Amazon. Since the original the original maps and
precedence registrations of specimens planted were lost, an inventory mapping and
identification of all specimens existing in the area were made. In an area of
70.200 m? were founded 1,208 trees, with at least nine different species from diverse

regions of Amazon, from these, at least 290 are hybrids from four different matches.

Key words: fruit crop, cocoa, cupuassu

INTRODUGAO

A Embrapa Amazoénia Oriental, situada em Belém, Estado do Para, abriga um
banco de germoplasma de diferentes espécies do género Theobroma L.
(Sterculiaceae). Esta colecéo foi inicialmente estabelecida por volta de 1945, pelos
pesquisadores do antigo ‘“Instituto Agrondmico do Norte - IAN”, George O’Neill
Addison e Rosendo Miranda Tavares. O objetivo principal da cria¢do dessa colegéo

“foi dar suporte a um programa de criacdo de “uma nova espécie que apresentasse
resisténcia as principais moléstias atuais (que na época eram: vassoura-de-bruxa -
Crinipelis perniciosa, podriddo parda dos frutos (ou podriddo-do-pé) - Phythophthora
palmivora e mancha negra dos frutos — Lasiodiplodia theobromae (Benchimol, 2000))
e tivesse ainda a qualidade de suportar plantio direto no campo, sem necessidade
de sombreamento” (Addison & Tavares, 1951).

A necessidade de se manter bancos ativos de germoplasma de espécies de
Theobroma, fundamenta-se principalmente pela dificuldade de se preservar suas

sementes, por serem recalcitrantes, n&o toleram baixas temperaturas e
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dessecamento. O género Theobroma abriga duas importantes espécies econémicas
da Amazobnia, o cacaueiro (7. cacau) e o cupuaguzeiro (7. grandiflorum) onde a
cultura de ambas sofre pesadas perdas pela doenga conhecida como vassoura-de-
bruxa.

A magnitude dessa colegdo, doravante chamada “O’Neill Addison” é
principalmente pela riqueza de diferentes hibridos férteis e elevado numero de
individuos e espécies, todos reprodutivamente ativos.

O presente trabalho é fruto do esforgo conjunto entre a Embfapa Amazdnia
Oriental e a Universidade Federal de Santa Catarina, onde essas instituicées, com o
apoio financeiro do CNPg/PTU, empenharam-se no inventario e revitalizacdo da
colecdo, ja que as informagdes originais foram perdidas, ndo existindo mais os
mapas nem o historico das origens dos espécimes ali plantados (Silva & Venturieri,
1998).

MATERIAIS E METODOS

Baseados nos relatérios gerados por Venturieri et al. (1998, 1999) deu-se
continuidade ao trabalho de inventario da colecio remanescente. A area com 70.200
m?, foi dividida em trés subéreas (S-1, S2 e S-3), que por sua vez, sofreram
tratamentos distintos de acordo com suas condicdes e localizacéo de suas matrizes.

A subarea-1 (S-1), por estar localizada em meio a uma capoeira com mais de
50 anos, fez-se necessario a abertura de trilhas com a colocagcéo de piquetes nos
vértices das quadras. Cada quadra continha 50 m x 50 m e foram dispostas
baseadas em um eixo cartesiano imaginario (Fig. 1).

As matrizes foram numeradas em faixas de 10 m, ao longo de 50 m, conforme
"Fig. 3. A rotulagem das matrizes foi feita com etiquetas de aluminio contendo o
ndmero da quadra, 0 nimero da matriz e a identificagdo da espécie. Das matrizes
inventariadas foi coletado o didmetro, a posicdo exata com relacdo aos eixos
cartesianos e amostras botanicas. As herborizagbes foram identificadas e

posteriormente depositadas no Herbario IAN da Embrapa Amazdnia Oriental.

Na subarea-2 (S-2), iniciaimente foi realizada uma limpeza para retirada de
arvores caidas, excesso de vassoura-de-bruxa, plantas invasoras e epifitas
existentes nos troncos das matrizes. Esta limpeza foi feita para facilitar as aferi¢des,
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rotulagem e posicionamento das matrizes, adotando-se o mesmo sistema
empregado na S-1. Com esse trabalho foi possivel a remarcacdo das matrizes ainda
existentes, em que a maioria delas ja haviam sido identificadas por Silva & Venturieri
(1998).

Na subarea-3 (S-3) realizou-se 0 coroamento e adubacido das matrizes,
adotando-se a mesma metodologia de inventario empregada nas subareas
anteriores. A maioria das matrizes desta area também ja haviam sido identificadas
por Silva & Venturieri (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante ressaltar que tanto na S-1 quanto na S-3, as condi¢bes naturais
mantiveram-se quase inalteradas, evitado-se 0 maximo possivel a eliminacdo da
vegetacdo natural existente. Na S-1, foram encontradas diversas matrizes de
hibridos, ainda ndo-identificados.

A S-3 é constituida principalmente de hibridos de T. sylvestre com
T. speciosum (Fig. 3-f), 261 individuos e 63 individuos da secdo Oreanthes
(Segundo Cuatrecazas (1964) a secdo Oreanthes é constituida de 5 espécies:
T. sylvestri, T. speciosum, T. velutinum, T. glaucum, e T. bernoullii). Hibridos de T.
grandifiorum com T. subincanum (Fig. 3-d) e T. grandiflorum com T. obovatum,
também foram encontrados, em que ambos apresentaram aparente resisténcia a
vassoura de bruxa.

No total, foram inventariadas 1.208 arvores, sendo: 442 na S-1, 427 na S-2 e |
339 na S-3 (Fig. 1). E importante ressaltar que desse total de 1.208 matrizes, nem
todas foram identificadas, contudo, amostras botanicas foram coletadas e

“depositadas no Herbario-IAN da Embrapa Amazénia Oriental.



Tabela 1. Espécies do género Theobroma encontradas na subarea 2 da colecio “O’'Neill Addison” da
Embrapa Amazé6nia Oriental, Belém, PA.

Matrizes Cédigo N° de arvores
T. speciosum SEC 198
T. gradifiorum GRA 119
T. obovatum OBO 15
T. sylvestre x T.speciosum SLVx SEC 36
T. obovatum x T.subincanum OBO x SUB 7
T. sylvestre SLV 5
T. subincanum sSuB 1
Arvores da seccdo Oreanthes nio identificadas - 32
T. especiosum x T. sylvestre ¢f. polipléide SS 1
T. bicolor BIC 3
Arvores n3o identificadas - 10
Total de matrizes 427

Tabela 2. Espécies do género Theobroma encontradas na subarea 3 da colegdo “O’Neill Addison” da
Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA.

Matrizes N° de &rvores
Arvore da sec¢do Oreanthes nio identificadas 63
T.sylvestre x T.speciosum 251

T. grandiflorum x T. subincanum e T. grandiflorum x T. obovatum 31
Total de matrizes 339

A coleg&o de germoplasma de Theobroma “O’Neill Addison” abriga importante
material genético deste género, contendo 1.208 matrizes, com pelo menos nove
espécies diferentes de diversas regides da Amazonia. Dessas 442 matrizes da S-1,
muitas ainda nao foram identificadas, havendo a possibilidade da existéncia de
novas espécies e novos hibridos, aumentando ainda mais a importancia dessa

colegéo.
CONCLUSOES

| A Colecao de Germopiasma de Theobroma Addison O’Nell abriga importante
‘material genético deste género, contendo no minimo 290 hibridos (4 tipos
diferentes), com pelo menos seis espécies diferentes de diversas regides da
Amazénia. A colegcdo podera servir de base para trabalhos de melhoramento

genético e biologia reprodutiva.
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Fig. 1. Localizacdo das trés subareas da colegcdo de Theobroma “O’Neill Addison”,
Embrapa Amazdnia Oriental, Belém- PA.

Subarea- 1, Quadra-7

Fig. 2. Exemplo de numeragdo realizada nas matrizes, quadra sete (Q-7), na colecdo de
Theobroma “O’Neill Addison”, Belém, PA.



Fig. 3. Colecdo de Theobroma O’'Neill Addison, Embrapa Amazé6nia Oriental, Belém, PA.
a. rotulagem permanente das arvores inventariadas; b. arvore de hibrido de 7. obovafum x
T. subincanum; c. reconstituicdo da colecdo com o plantio de novos espécimes; d. fruto de
hibrido entre T. grandifiorum X T. subincanum; e. fruto de hibrido entre T. obovatum X
T.subincanum; £. fruto de hibrido entre T. sylvestre x T. speciosum; g. inflorescéncia de hibrido
de 7. sylvestre x T. speciosum e h. inflorescéncia de T. speciosum.
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RESUMO

Com o objetivo de propagar e conservar dois genotipos do hibrido interespecifico
entre T. granddiflorum e T. obovatum, existentes no Banco de Germoplasma de Theobroma
da Amazénia Oriental, foram realizados testes em dois porta enxertos diferentes. A
propagagdo dos dois individuos foi efetuada pelo método de garfagem no topo em fenda
cheia. Para o hibrido 1dentificado no Banco como GO 1 estudou-se a compatibilidade do
mesmo em porta-enxertos de 1. grandiflorum e T. subincanum. Nio  foi  constatada
diferenga significativa entre os diferentes porta-enxertos pelo teste de ¢ (p= 0,17). No
entanto, a propagacio de hibridos interespecificos entre 7. grandiflorum x T. obovatum por
enxertia, pelo método de garfagem no topo em fenda cheia, mostrou-se eficiente,
particularmente quando utilizou-se como porta-enxerto a espécie 1. grandiflorum, obtendo-
se porcentagem de enxertos pegos superior a 80%. Observou-se, um ano apds o plantio no
local definitivo, floragdo abundante em todas as plantas, ndo havendo, com excec¢do de uma
planta, vingamento de frutos.

INTRODUCAOQO

Os trabalhos de hibridacgio entre espécies do taxon Theobroma, desenvolvidos por
Addison & Tavares (1951 e 1952), no inicio da década de 50, tinham como principal
objetivo a obtencdo de hibridos interespecificos entre o cacaueiro e outras espécies do
género, que apresentassem resisténcia as principais doengas e que pudessem ser cultivados
em pleno sol. No obstante o fato dos estudos estarem direcionados para o cacueiro, a
espécie mais importante do género do ponto de vista econdmico. Esses pesquisadores
efetuaram também cruzamentos entre outras espécies do género, que culminaram com a
obtengdo de diversos hibridos interespecificos e a demonstrag¢do de que ha grande afinidade
genética entre as espécies 1. subincanum, T. obovatum e T. grandiflorum e entre as espécies

. T. sylvestre e T. speciosum. As relagdes filogenéticas foram menos expressivas entre 7.
‘ grandiflorum e T. cacao e nas demais espécies (Venturieri 1993).
, Os hibridos obtidos por Addison & Tavares (1951) constituem-se em valioso
patrimdnio mas, paradoxalmente, pouca atengdo tem sido dispensada aos mesmos. Todos
os materiais originais, que contam presentemente com mais de 50 anos de idade, tém sido

! Projeto financiado pelo CNPq/PTU, Processo n. PTU/469915/00-5.

* Pesquisador II Embrapa Amazonia Oriental, Tv. Dr. Enéas Pinheiro s/n, 66.095-100.
urano@cpatu.embrapa.br. ,

? Pesquisador 111 Embrapa Amaz6nia Oriental, giorgio@cpatu.embrapa.br.

* Professor PhD., UFSC/CCB, giorgini@ccb.ufsc.br.
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conservados, precariamente, na cole¢do deixada por esses pesquisadores, na sede da
Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, PA. Os ‘trabalhos de conservagio tm sido
limitados ao controle do mato e, eventualmente, a remogio de ramos atacados pela doenga
vassoura-de-bruxa. Em decorréncia desses fatos, importantes genétipos da colegio tém
sido perdidos, tanto pelo ataque de pragas e doengas como pelo tombamento de plantas
devido a ventos fortes.

Esse trabalho teve como objetivo propagar e conservar dois gendétipos do hibrido
interespecifico entre T. grandiflorum e T. obovatum, cujas arvores tinham sido derrubadas
pela agdo de ventos, no ano de 2000, mas cujos ramos ainda continuavam vivos no inicio de
2001, inclusive com frutificacdo abundante em uma delas. '

MATERIAL E METODOS

A propagagdo dos dois hibridos foi efetuada pelo método de garfagem no topo em
fenda cheia. Para o hibrido identificado no Banco como GO 1 estudou-se a compatibilidade
do mesmo em porta-enxertos de 1. grandiflorum e T. subincanum. Para o hibrido
identificado na Colegio como GO 10 a enxertia foi efetuada somente sobre porta-enxertos
de T. grandiflorum.

Os porta-enxertos dessas duas espécies foram obtidos por meio de sementes,
oriundas de plantas estabelecidas no Banco. Adotou-se o sistema de semeadura direta em
sacos de plastico, contendo como substrato a mistura de solo (60%), esterco (20%) e p6 de
serragem (20%). Os sacos de plastico para formagio dos porta-enxertos apresentavam as
seguintes dimensdes: 18 cm de largura, 35 cm de altura e espessura de 200 p.

Para cada espécie de porta-enxerto, foi utilizado cinco repeti¢des de dez plantas. As
ponteiras foram retiradas de ramos iguais. Para tanto, foram retiradas ponteiras de ramos
vivos e com folhas maduras. Por ocasido da enxertia, efetuou-se a remocio de todas as
folhas das ponteiras, com excegdo das duas Gltimas que foram, no entanto seccionadas
transversalmente na sua por¢io mediana. Os resultados dos tratamentos foram comparados
pelo teste de ¢ usando o arco seno da proporgio de pegamento (SOKAL & ROHLF, 1981)

A conservagdo desses dois genotipos estd sendo efetuada na sede da Embrapa
Amazdnia Oriental, em Belém, PA, tendo sido implantado, em julho de 2001, um pequeno
 pomar constituido de 21 plantas do hibrido GO 1 e trés do hibrido GO 10. Esse pomar foi
implantado no espagcamento de 4 m x 3,5 m.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nio foi constatada diferenca significativa entre os diferentes porta-enxerto pelo
-teste de ¢ (p= 0,17). No entanto, a propagacio de hibridos interespecificos entre 7.
grandiflorum x T. obovatum por enxertia, pelo método de garfagem no topo em fenda
cheia, mostrou-se eficiente, particularmente quando utilizou-se como porta-enxerto a
espécie T. grandiflorum, obtendo-se porcentagem de enxertos pegos superior a 80%. A
porcentagem de enxertos pegos foi menos satisfatoria quando a enxertia foi efetuada em
porta-enxertos da espécie 7. subincanum, obtendo-se valor em tormo de 80% (Figura 1).
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Figura 1. Percentagem de pegamento de enxertos de do hibrido de 7. grandilforum x T. obovatusm sobre
diferentes porta-enxertos. As barras ao topo indicam 1 desvio padrio.

Em ambas as espécies de porta-enxertos o inicio da brotagdo dos enxertos verificou-
se entre 30 e 35 dias apés a enxertia. Os enxertos mais retardatarios requereram cerca de 55
dias para que ocorresse a emissdo de brotagdes. As mudas estavam aptas para serem
plantadas no local definitivo aproximadamente trés meses apos a enxertia.

No que concerne a conservagdo dos dois gendtipos foram efetuadas as adubagdes
das plantas e o controle do mato, no periodo de julho de 2001 a dezembro de 2002.
Também efetuou-se a poda das mesmas com o objetivo de corrigir o tropismo, pois as
plantas, independente, do genétipo e do porta-enxerto, ao atingirem 50 c¢cm de altura,
apresentavam copa decumbente.

Observou-se, um ano apds o plantio no local definitivo, floragdo abundante em
todas as plantas, ndo havendo, com excegdo de uma planta, vingamento de frutos.

Decorridos 18 meses do plantio, apenas uma planta, das 24 plantadas morreu. Para
recompor o estande o replantio deverd ser efetuado no periodo chuvoso dos anos
subsequentes.

CONCLUSOES

A propagagio de hibrnidos interespecificos de T. grandiflorum com T. obovatum
pode ser feita com eficiéncia através de enxertia - método de garfagem no topo em fenda
cheia. O método mostrou-se particularmente eficiente quando se utilizou como porta-
enxerto a espécie 1. grandiflorum.
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Figura 2. Hibrido entre Theobroma grandiflorum e¢ T. obovatum. a. Individuo adulto
. (aproximadamente 50 anos) da colegio de germoplasma da Embrapa Amazédnia
Oriental, Belém,PA; b. hibridos propagados por enxertia; €. fruto; d. flor e €.

planta enxertada com um ano de idade.
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BIOMETRIA DE FRUTOS DE THEOBROMA SPECIOSUM (STERCULIACEAE)

Giorgini Augusto Venturieri 2
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RESUMO: E reconhecido que a Amazdnia é um dos maiores repositérios de
espécies Uteis do planeta o que faz da regido um campo propicio para a selegdo de
novas espécies e variedades econdmicas. O cacaui (Theobroma speciosum) é
possivelmente uma destas espécies pois as suas sementes ddo um excelente
chocolate e é, entre as espécies amazobnicas, a que tem o perfil da gordura mais
similar ao do cacau (7. cacao). No presente trabalho é apresentada a biometria do
seu fruto e avaliado o rendimento de cada uma das partes. A mais pesada é a casca
(60% em média), seguida da sementes (24%), polpa (12%) e a placenta (4%). As
matrizes diferem consideravelmente para todas as variaveis indicando que ha
possibilidades para a selegcao genética. O peso do fruto esta fortemente associado
ao seu comprimento (r= 0,92) e didmetro (r = 0,90), ou seja ao seu volume. O peso
do fruto também esté fortemente associado ao peso da casca (r = 0,97). O peso total
de sementes tem um menor grau de associagdo com as variaveis relacionadas ao
volume do fruto. Esta mais associada ao numero de sementes normais (r= 0,79) e
ao peso da placenta (r = 0,76). Todas estas varidveis praticamente ndo estdo
relacionadas ao numero de sementes murchas apesar desta ultima ter apresentado
uma fraca (porém significativa) correlagcdo negativa com o peso da placenta. O peso
da placenta mostrou um associagdo fraca, embora significativa, com o namero de
sementes normais (r = 0,41) e associacdo negativa (r = - 0,26) com o numero de
sementes murchas de onde supbe-se que o vigor da placenta esteja favorecendo
um maior pegamento das sementes ou vice versa. A casca € um carater que seria
interessante diminuir a sua propor¢do mas esta caracteristica mostrou-se
modestamente variavel entre as matrizes avaliadas, logo matrizes mais varidveis
para este carater teriam que ser buscadas. A porcentagem de casca € um carater de
fraca associagdo significativa com os demais. Esta negativamente correlaciona ao
peso das sementes (r = -0,42), ao peso da polpa (- 0,38) e ao numero de sementes
normais (r= - 0,52). Por ser esta ultima caracteristica a de maior indice de
associacdo negativa com a porcentagem de casca, e também por ser mais facil de
ser obtida, sugere-se que, para diminuir a porcentagem de casca, sejam
selecionadas matrizes cujo os frutos tenham um maior nimero de sementes.

Palavras chave: rendimento, domesticacdo, cacao, sucedaneo
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INTRODUGAO

E reconhecido que a Amazdnia é um dos maiores repositorios de espécies
Gteis do planeta, com pelo menos 100 fruteiras consideradas potenciais e/ou de
uso consagrado entre os povos da Amazodnicos (VENTURIERI, 1993), o que faz da
regido um campo propicio para a selecdo de novas espécies e variedades com
maior capacidade de producao e resisténcia. O cacaui (Theobroma specisum) é
possivelmente uma destas espécies.

O género Theobroma possui 22 espécies restritas da América Tropical,
dessas 8 s&o amazodnicas e 7 habitam o Estado do Para (CUATRECASAS, 1964).
Segundo este autor o género estd dividido em 6 secgbes (Andropetalum,
Glossopetalum, Oreanthes, Rhytidocarpus, Telmatocarpus e Theobroma). O 7.
bicolor pertence a secgd@o Rhytidocarpus. O género € mais conhecido pela
espécies T. cacau, que € a base da industria chocolateira, mas as sementes de
outras espécies de Theobroma (7. camargoanum, T. bicolor, T. grandiflorum, T.
microcarpum) também servem para fazer chocolate, mas com excecdo de T.
grandiflorum, as demais ainda nao s&o exploradas comercialmente para este fim
(VENTURIERI, 1993). ' '

O cacaui ocorre nas florestas Umidas da América Central até a Hiléa
Amazonica (CUATRECASAS, 1964; DUCKE, 1953). A sua arvore atinge 15 m, com
um pequeno capitel de folhas no topo. As flores, com forte cheirc de casca de liméo,
sdo hermafroditas e apresentadas em densas almofadas florais (figura 1). Os
estames s&o cobertos por um capuz (cdgula) e separados do gineceu por uma coroa
de estaminddios que impossibilitam o contato direto entre as partes sexuais da flor.
O fruto & semelhante ao do cacau verdadeiro, com polpa suculenta brancacenta

(figura 1). :
No presente trabalho é apresentada a biometria de frutos de 7. speciosum e
avaliado o rendimento de cada uma de suas partes passiveis de aproveitamento.

Figura 1: Fruto de Theobroma speciosum
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MATERIAL E METODOS

Frutos maduros de 7. specisum foram coletados da arvore na colegdo "Basil
Bartley", pertencente a CEPLAC (Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira), em Ananindeua, PA (BR 316, Km17; Lat. 1° 12’S; Long. 49° 13'W). Logo
apds a coleta foram feitas as seguintes medi¢cdes: comprimento; diametro e
espessura da casca na parte equatorial do fruto; peso total do fruto; peso da casca;
peso das sementes com polpa e sem polpa; peso da placenta; numero de sementes
boas e murchas. Para a determinacdo das dimensdes do fruto foram utilizados uma
régua com um esquadro e um paquimetro. As pesagens foram feitas em balanca
com precisao de 0,01 g. O despolpamento das sementes foi feito manualmente
esfregando-se as sementes contra um pano e depois em um papel-toalha. O peso
da polpa foi obtido por diferenca entre o peso das sementes com polpa e
despolpadas.

Foram coletados frutos de 5 matrizes (min. 6, max. 19 frutos por matriz),

totalizando 63 frutos.
' Os dados foram analisados com ¢ auxilio do programa Statistica (STATSOFT,
1995) tendo sido calculadas, para todos os caracteres tomados, estatisticas
descritivas (média, valores minimos, méaximos e coeficiente de variacdo) e
elaborados graficos bi-dimensionais com a média (mais e menos 1 erro padrdo da
média). O indice de correlacdo de Pearson entre as caracteristicas foi calculado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de cada caracteristica estdo apresentados na tabela 1:

Tabela 1: Valores médios de cada caracteristica tomada de 7. speciosum.

Caracteristica N | Média | Minimo | Maximo | Desvio |Coeficiente

padréo |de variagéo

| ' (%)

Comprimento do fruto (cm) | 63| 97.08] 56.38| 126.08 156.37 15.83
Diametro do fruto (cm) 63| 6488/ 29.90{ 77.90 8.74 13.48
Espessura da casca (cm) 63 0.71 0.35 0.98 0.11 16.08
Peso do fruto (g) 63| 187.52] - 26.00| 346.00 70.42 37.55
Peso da casca (g) 63]117.33] 18.00{ 211.00 42.66 36.36
Peso das sementes (g) 63| 46.17 4.00| © 87.00 19.82 42.92
Peso da polpa (g) 63| 22.68 3.00] 56.00 11.42 50.35
Peso da placenta (g) 63| 859 1.00f 22.00 4.36 50.83
Numero de sementes 63| 20.49 400 30.00f 6.69 32.66
N. de sementes murchas 63 1.32 0.00 7.00 1.51 114.73
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A parte do fruto mais pesada é a casca (60% em média), seguida da
sementes (24%), polpa (12%) e a placenta (4%) (tabela 1 e figura 2). As matrizes
diferem consideravelmente para todas as varidveis indicando que ha possibilidades
para a selegdo genética de matrizes com frutos mais pesados e com menor
propor¢ao de casca (tabela 2)

Tabela 2: Valores médios da porcentagem de cada caracteristica por matriz
estudada de T. speciosum.

Matriz Peso fruto (g)| Casca (%) | Sementes Polpa (%) | Placenta (%)
(%)
L6PI13 187.83 62.20 22.01 15.71 541
L8PIO1 134.00 60.25 28.75 10.76 3.57]
L8PI02 215.43 62.86 25.73 10.74 3.91
L8PIO3 133.57 68.56 18.72 13.37 3.64
L8PI04 244.75 60.84 23.83 13.31 5.55
L8PI10 230.08 64.51 24.12 10.87 4.82
CV (%) 25.19 4.79 14.20 16.24 19.90

Embora os frutos aqui analisados posam ser considerados como
caracteristicos para a espécie, na Colecdo "Addison O'Neill, pertencente a
EMBRAPA - Amazodnia Oriental, existe uma fila de plantas produzindo frutos
grandes, muito bonitos e abundantemente, indicando que o formador desta colegio
ja tinha em mente usar 7. speciosum com uma possivel fonte de matéria prima para
a industria chocolateira. Segundo LeCointe, (1947) "as sementes (do T. speciosum )
dao um excelente chocolate" e é, entre as espécies amazbnicas, a que tem o perfil
da gordura mais similar ao do cacau (7. cacao) (Silva, 2000).

Avaliando a associacgéo entre variaveis (figura 3 e 4), nota-se o peso do fruto
esta fortemente associado ao seu comprimento (r= 0,92) e diametro (r = 0,90), ou
seja ao seu volume. O peso do fruto também esta fortemente associado ao peso da
casca (r = 0,97). O peso total de sementes, que seria o produto mais nobre para o
momento, tem um menor grau de associagdo com as variaveis relacionadas ao
volume do fruto. Esta mais associada ao nimero de sementes normais (r= 0,79) e
ao peso da placenta (r = 0,76). Todas estas varidveis praticamente ndo estdo
relacionadas ao numero de sementes murchas, apesar desta Ultima ter apresentado
uma fraca (porém significativa) correlacéo negativa com o peso da placenta. O peso
da placenta mostrou uma associagao fraca, embora significativa, com o nimero de
sementes normais (r = 0,41) e associagdo negativa (r = - 0,26) com o numero de
sementes murchas de onde supde-se que o vigor da placenta esteja favorecendo
um maior pegamento das sementes ou vice versa.

Como visto, a casca ¢ a parte do fruto de maior peso (figura 2) e no momento
sem qualquer potencial de uso identificado, logo € um carater que seria interessante
diminuir a sua propor¢ao para evitar o carreamento de energia da planta para uma
parte nao aproveitavel. No entanto esta caracteristica mostrou-se modestamente
variavel entre as matrizes avaliadas (tabela 2) e passivel de pouco progresso de

selecéo, logo mais matrizes que mostrem-se mais variaveis para este carater teriam-

qgue ser buscadas. A porcentagem de casca é um carater de fraca associagé@o
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significativa com os demais. Esta negativamente correlaciona ao peso das sementes
(r = -0,42), ao peso da polpa (- 0,38) e ao nuimero de sementes normais (r= - 0,52).
Por ser esta ultima caracteristica a de maior indice de associacdo negativa com a
porcentagem de casca, e também por ser mais facil de ser obtida, sugere-se que,
para diminuir a porcentagem de casca, sejam selecionadas matrizes cujo os frutos
tenham um maior ndmero de sementes (tabela 3).

Placenta
4%

Semente
24%

Polpa™
12%

Figura 2: Proporgbes das partes do fruto de 7. speciosum
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Tabela 3: Correlagéo entre todas as caracteristicas tomadas dos frutos de 7. specisum. Os valores em negrito sdo significativos ao
nivel de 5%. ,

Comprime Didmetro Espessura Peso fofal Peso da Peso das Peso da Peso daNum. deNum. de

nto dodo fruto da casca (g) casca (g) sementes polpa (g) placenta sementes sementes
fruto (cm) (cm) (cm) (9) (9) normais  murchas

Comprimento do fruto (cm) 1.00

Diametro do fruto {cm) 0.81 1.00

Espessura da casca (cm) 0.57 0.438 1.00

Peso total (g) 0.92 0.90 0.51 1.00

Peso da casca (g) 0.93 0.89 0.52 0.97 1.00

Peso das sementes (g) 0.82 0.85 0.43 0.91 0.84 1.00

Peso da polpa {g) 0.65 0.65 0.26 0.78 0.69 0.58 1.00

Peso da placenta (g) 0.79 0.79 0.42 0.88 0.85 0.76 0.79 1.00

Num. de sementes normais 0.59 0.65 (.29 0.66 0.58 0.79 0.47 0.41 1.00

Num. de sementes murchas 0.01 -0.06 0.19 -0.12 -0.06 -0.11 -0.23 -0.26 0.18 1.00

Casca (%) -0.08 -0.21 0.07 -0.22 -0.02 -0.42 -0.38 -0.23 -0.52 0.20
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BIOMETRIA DE FRUTOS DE THEOBROMA BICOLOR (STERCULIACEAE)"
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RESUMO: E reconhecido que a Amazdnia € um dos maiores repositorios de espécies
Uteis do planeta o que faz da regido um campo propicio para a selecdo de novas
espécies e variedades econdmicas. O cacau-do-peru (Theobroma bicolor) é
possivelmente uma destas espécies. No presente trabalho é apresentada a
biometria do seu fruto e avaliado o rendimento de cada uma de suas partes
passiveis de aproveitamento. A parte do fruto mais pesada é a casca (44% em
média), seguida da polpa (35%) e depois sementes (19%) e por ultimo a placenta
(2%). O peso do fruto e da casca sio fatores varaveis entre matrizes, mas a
porcentagem de casca tem alguma variacdo (43,9% a 49,3%) indicando que ha
possibilidades para a selecdo genética para frutos mais pesados e menor proporgdo
de casca. O peso do fruto esta associado ao seu comprimento (r= 0.82) e didmetro (r
=0,77), ou seja ao seu volume. O peso do fruto também esta associado ao peso (r=
0,77) e numero (r= 0,77) de sementes normais. Todas estas variaveis praticamente
nao estdo relacionadas ao numero de sementes murchas: Ha indicadores que o
tamanho das sementes tendem a ser maiores nos frutos de maior volume. Para
efeito de selecdo genética para a producdo de sementes devem ser selecionadas
plantas que produzam os frutos maiores. A casca € um carater que seria
interessante diminuir a sua proporgéo. A porcentagem de casca esta negativamente
correlacionada a espessura da casca (r = -0,60) ao peso da polpa (r = -0,78) e
curiosamente ao numero de sementes murchas (r =-51). Como o peso da polpa é
um carater associado a varias outros associados ao tamanho do fruto, conclui-se
que além da indicacdo para a selecdo de frutos grandes, sejam preferidos os de
casca fina e com baixo nimero de sementes murchas.

Palavras chave: rendimento, domesticacdo, cacao, suceddneo
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INTRODUGAO

E reconhecido que a Amazodnia é um dos maiores repositorios de espécies
Uteis do planeta, com pelo menos 100 fruteiras consideradas potenciais efou de
uso consagrado entre os povos da Amazodnicos (VENTURIERI, 1993), o que faz da
regido um campo propicio para a selecdo de novas espécies e variedades com
maior capacidade de produgédo e resisténcia. O cacau-do-peru (Theobroma
bicolor) é possivelmente uma destas espécies.

O género Theobroma possui 22 espécies restritas da América Tropical,
dessas 8 sdo amazonicas e 7 habitam o Estado do Para (CUATRECASAS, 1964).
Segundo este autor o género esta dividido em 6 secgbes (Andropetalum,
Glossopetalum, Oreanthes, Rhytidocarpus, Telmatocarpus e Theobroma). O T.
bicolor pertence a secgdo Rhytidocarpus. O género € mais conhecido pela
espécies T. cacau, que € a base da industria chocolateira, mas as sementes de
outras espécies de Theobroma (7. camargoanum, 1. bicolor, T. grandiflorum, T.
microcarpum) também servem para fazer chocolate, mas com excecido de T.
grandiflorum, as demais ainda ndo s&o exploradas comercialmente para este fim
(VENTURIERI, 1993).

O cacau-do-peru é uma espécie cujo local de origem ndo esta definido. E
encontrada desde o México passando pela América Central até o Norte da
América do sul, incluindo a Amazoénia (CUATRECASAS, 1964).

Os nomes mais comuns para a espécie 7. bicolor, sido. macambo
(Amazdnia Peruana e Coldmbia); pataste (Costa Rica) e cacau-do-peru (Brasil). E
uma planta bastante ristica que se adapta a diferentes habitats, tanto na beira do
rio como em Terra Firme (CUATRECASAS, 1964).

A arvore em estado silvestre pode alcancar 30m de altura, apresenta tronco
reto e madeira branca, com folhas amplas, ovato-oblongas e cartaceas, as flores
sdo pequenos dicasios de cor vermelho-purpura, o fruto € volumoso, oblongo
elipsdideo medindo até 30 cm de comprimento e 12 de diametro com numerosas
sementes, sua polpa é amarelada fibroso-sucosa (figura 1) e com odor que lembra
ao de gasolina. O gosto € similar ao da jaca (Arfocarpus heterophyllus). O fruto
pode ser encontrado nas feiras em Belém no periodo de janeiro a abril. A
porcentagem de sobrevivéncia da planta é alta, seu crescimento € rapido, e
comega sua vida reprodutiva entre o 2° e 3° ano. Ndo € uma planta muito fecunda,
geralmente produz no maximo de 12 frutos/planta (CAVALCANTE, 1988), esta é
uma produtividade similar a do cupuacu (7. grandiflorum) quando néo cultivado em
sistemas naturais (VENTURIERI, 1994). A baixa produtividade do cupucgu €
atribuida a problemas de polinizagdo (VENTURIERI, 1994; VENTURIERI &
RIBEIRO-FILHO, 1995).

O cacau-do-peru € um cultivo pré-colombiano, hoje em vias de abandono,
com uso restrito em populagdes de indios do alto rio Solimbes. Em lquitos (Peru) é
uma fruteira muito comum nos quintais domésticos, onde da polpa preparam
refresco e consomem suas sementes depois de tostadas tornando o seu aroma e
sabor mais delicados e atraentes (FAO, 1986; CAVALCANTE, 1988).

Esta espécie, assim outras do género Theobroma, que embora ndo tenham
importancia econdmica atual, poderdo vir a ser uma fonte de genes importantes
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para as espécies atualmente econdmicas como o cacau (Theobroma cacao) e o
cupuacgu (Theobroma grandiflorum) ou mesmo como produto novo.

No presente trabalho € apresentada a biometria de frutos de T. bicolor e
avaliado o rendimento de cada uma de suas partes passiveis de aproveitamento.

Figura 1: Fruto de Theobroma bicolor

MATERIAL E METODOS

Frutos recentemente caidos de 7. bicolor foram coletados na colecéo "Basil
Bartley", pertencente a CEPLAC (Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira), em Ananindeua, PA (BR 316, Km17; Lat. 1° 12'S; Long. 49° 13'W). Logo
apos a coleta, dos frutos foram feitas as seguintes medigdes: peso total do fruto;
peso da casca; peso das sementes com polpa e sem polpa; peso da placenta;
comprimento e diametro do fruto; espessura da casca na parte equatorial do fruto;
numero de sementes boas e murchas. Para a determinagdo das dimensdes, foi
utilizado um paquimetro manual. As pesagens foram feitas em balanca com preciséo
de 0,001 g. O despolpamento das sementes foi feito com o auxilio de uma tesoura
comum. O peso da polpa foi obtido por diferenca entre o peso das sementes com
polpa e despolpadas.

Foram coletados frutos de trés matrizes, 6 frutos por matriz, totalizando 18
frutos.- As sementes foram fermentadas na casaca do préprio fruto por 4 dias. Uma
amostragem de 5 sementes / matriz foi formada e colocadas para secagem ao sob o
sol, até que atingissem o peso minimo constante.

Dos dados foram analisados com o auxilio do programa Statistica
(STATSOFT, 1995) tendo sido calculadas estatisticas descritivas (média, valores
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minimo, maximos e coeficiente de variacdo) e elaborados graficos bi-dimensionais:
com a media (mais e menos 1 erro padrdo da média) para cada caracteristica por
matriz e entre todos os caracteres tomados. O indice de correlacdo de Pearson
entre as caracteristicas foi calculado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de cada caracteristica estdo apresentados na tabela 1:

Tabela 1: Valores médios de cada caracteristica tomada de T. bicolor.

Caracteristica N [Média Minimo |Maximo |Desvio [Coeficiente
padréo [de variac&o
(%)
Comprimento do fruto (cm) |18 |[17.2 [14.5 19.5 1.77 10.29
Diametro do fruto (cm) 18 [10.6 19.5 12 0.68 6.48
|Espessura da casca (mm) |18 |9.2 512 11.95 |12.04 22.22
Peso do fruto (g) 18 |890.2 |645 1107 134.94 |15.16
Peso da casca (g) 18 [399.5 305 541 72.03 18.03
Peso das sementes (g) 18 [173.8 |113 231 34.03 19.58
Peso da polpa (g) 18 [315.6 |171 553 79.94 25.33
Peso da placenta (g) 18 1216 |10 32 7.00 32.38
Numero de sementes 18 416 |27 53 8.49 20.41
N. de sementes murchas |18 |2.3 0 11 3.54 155.62

Tabela 2: Valores de cada caracteristica das sementes de 7. bicolor.

Caracteristica das sementes [N |Média [Minimo |Maximo |Desvio |Coeficiente de
padrdo |variagcao (%)

Peso total (g) 15167 0.37 2.59 0.62 37.05

Peso do tegumento (g) 15 10.54 ° |0.36 0.77 0.12 22.32

Peso da parte aproveitavel (g)|15 |1.12 |0.01 2.03 0.63 55.99

: A parte do fruto mais pesada € a casca (44% em média), seguida da polpa
(35%), sementes (19%) e a placenta (2%) (tabela 1 e figura 2). O peso do fruto e da
casca sao fatores varaveis entre matrizes, mas a porcentagem de casca tem alguma
variacao (43,9% para a matriz 1; 43,5% para a 2 e 49,3% para a 3) (figura 5)
indicando que ha possibilidades para a selecdo genética de matrizes com frutos
mais pesados e menor propor¢cdo de casca. No Brasil e amazbnia Peruana o T.
bicolor € uma espeécie geralmente encontrada em agrupamentos indigenas e de
caboclos, geralmente arvores vigorosas que produzem frutos muito maiores que os
descritos botanicamente para a espécie, indicando a existéncia de selecdo ou
mesmo domestica¢do. Esta espécie provavelmente ja teve uso mais extensivo, hoje
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negligenciado. Como as variedades domesticadas tendem a voltar ao seu estado
primitivo se cessar a pressdo de selecdo feita pelo homem (Harlan, 1975), o T.
bicolor, permanecendo o interesse atual, € uma espécie cuja as variedades
nitidamente domesticadas tendem a ser perdidas. -

Quanto as sementes secas, estas pesam em média 1,67g com um coeficiente
de variacao elevado (37,0%) que é mais devido ao peso da parte aproveitavel (68%
do total) do que ao seu tegumento (32%) (tabela 2 e figura 3).

Avaliando a associagdo entre variaveis (figura 5 e 6), nota-se 0 peso do fruto
esta associado ao seu comprimento (r= 0.82) e didmetro (r = 0,77), ou seja ao seu
volume. O peso do fruto também esta associado ao peso (r= 0,77) e numero (r=
0,77) de sementes normais. Todas estas variaveis praticamente ndo estdo
relacionadas ao numero de sementes murchas. As sementes murchas nao
apresentam os cotilédones desenvolvidos, mas somente o peso do seu tegumento
que sdo0 mantidos quase que constante e em valores similares ao das sementes
normais (figura 4). No entanto, maior € o peso unitario da semente, maior a
proporgéo da parte aproveitavel (rendimento). Como o numero de sementes tende a
ser maior nos frutos de maior volume (r= 0,64 para comprimento do fruto; r= 0,80
para diametro do fruto), para efeito de selecdo genética para a producdo de

sementes, conclui-se que devem ser selecionadas plantas que produzam os frutos

maiores que por sua vez produziriam sementes mais granadas.

Semente Placenta

19% 2%
Casca
44%

35%

Figura 2: Proporgdes das partes do fruto de T. bicolor

Como visto, a casca é a parte do fruto de maior peso (figura 2) e no momento
sem qualquer potencial de uso identificado, logo é um carater que seria interessante
diminuir a sua proporgdo para evitar o carreamento de energia da planta para uma
parte ndo aproveitavel. A porcentagem de casca esta negativamente correlaciona a
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espessura da casca (r = -0,60) e com o peso da polpa (r = -0,78) e curiosamente ao
numero de sementes murchas (r =-51) (tabela 3). Como o peso da polpa € um
carater associado a varias outros que compdem o tamanho do fruto, conclui-se que
além da indicagdo para a selecdo de frutos grandes, sejam preferidos os de casca
fina e com baixo nimero de sementes murchas.
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7] Tegumento B

Parte aproweita\el

Figura 3: Valores médios da proporcdo do tegumento e parte

aproveitavel de sementes secas de 7. bicolor.
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. Figura 4: Relacdo entre o peso total das sementes normais x peso do

tegumento e da parte aproveitavel de T. bicolor.
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Tabela 3: Correlagio entre todas as caracteristicas tomadas dos frutos de T. bicolor. Os valores em negrito s&o significativos ao

nivel de 5%.

Comprime Didmetro Espessura Peso total Peso

nto

do do

fruto da casca (g)

da Peso das Peso
casca (g) sementes polpa (g)

da Peso

da Num. de Num. de

placenta sementes sementes

fruto {(cm) (cm) (cm) (9) (q) normais murchas
Comprimento do fruto (cm)  1.00
Didmetro do fruto (cm) 0.71 1.00
Espessura da casca (cm) -0.12 -0.21 1.00
Peso total () 0.82 0.77 -0.05 1.00
Peso da casca () 0.61 0.54 -0.48 0.68 1.00
Peso das sementes (Q) 0.61 0.73 -0.24 0.77 0.48 1.00
Peso da polpa (9) 0.55 0.48 0.46 0.73 0.03 0.43 1.00
Peso da placenta (g) 0.07 0.18 0.53 0.19 -0.18 0.06 0.47 1.00
Num. de sementes normais  0.64 0.80 -0.23 0.77 0.51 0.83 0.47 -0.05 1.00
Num. de sementes murchas 0.23 0.19 0.36 0.05 -0.37 0.11 0.36 0.12 0.28 1.00
Casca (%) -0.09 -0.16 -0.60 -0.23 0.56 -0.23 -0.78 -0.46 -0.19 -0.51
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BIOMETRIA DE FRUTOS E SEMENTES DE THEOBROMA OBOVATUM
KLOTZSCH EX BERNOULLI (STERCULIACEAE)’

Giorgio Cristino Venturieri’
Seidel Ferreira dos Santos’
Giorgini Augusto Venturieri*

INTRODUCAO

A Amazdnia ¢ considerada como um expressivo centro de diversidade genética de
fruteiras, superado apenas pelo sudeste asiatico.No entanto, a contribuigdo amazonica para o
desenvolvimento da fruticultura comercial no Brasil e no mundo é insignificante, se
comparado com as frutiferas do sudeste asiatico Clement et al. (2000).

Sete fruteiras nativas da Amazonia sdo consideradas totalmente domesticadas, o biriba
(Rollinia mucosa), urucum (Bixa orellana), mari ou umari (Poraqueiba paraensis), pupunha
(Bactris gaspaes), guarand (Paullinia cupana), abiu (Pouteria caimito), cubiu (Solanum
sessiliflorum); 20  sdo consideradas semi-domesticadas e 36 sdo incipientemente
domesticadas (Clement et al. 2000).

Theobroma L., um género tipicamente neotropical abrange cerca de 22 espécies
sendo 8 de ocorréncia amazdnica (Cuatrecasas 1964) dentre as espécies deste género
destacam-se 7. cacao (cacau) conhecida internacionalmente por constituir a mataria prima
para a fabricagdo do chocolate, e 7. grandiflorum (cupuagu) espécie cultivada que tem tido
seu plantio expandido rapidamente na regido norte, ja alcangando outras regides do Brasil e
paises como a Colombia e Peru (Venturieri, 1993).

O cacau-cabega-de-urubu (7. obovatum) ¢ uma espécie afim ao cacau (7. cacao) e ao
cupuagu (7. grandiflorum) e por isto, uma possivel fonte de genes para estas espécies, que sdo
as de maior importancia econdmica do género. A obtengdo de hibridos destas espécies com o
cacau-cabeca-de-urubu poderia ser util para a transferéncia de genes de uma espécie para
outra, como por exemplo para a melhoria da qualidade de gordura das sementes e da
arquitetura de copa do cacaueiro e do cupuaguzeiro.

A espécie T. obovatum Klotzsch ex Bernoulli é conhecido vulgarmente como "cacau-
cabega-de-urubu”, possuindo outras denomina¢des como: "copu-ai", “cupu-curiia”,
"cupurana", "cacau-de-macaco”, "urubu-acain" e "cabega-de-umbi". E uma espécie que
atinge até 15m de altura, possui copa larga com ramos delgados (figura 1a); as folhas sdo
ovado-elipticas ou ovado-oblongas, mais ou menos estreitas e muito assimétrica, densamente
lanosas-tomentosa quando jovens, glabras quando maduras; as inflorescéncias muito
- pequenas, axilares ou extra-axilares; as flores possuem calice com 5 sépalas ovadas, espessas
e semiagudas; corola com 5 pétalas, cada uma com uma expansio laminar e base da pétala em
forma de cogula, a qual recobre os estames, formando desta maneira uma barreira fisica entre
o androceu e o gineceu; apresentam 5 estaminddios petaloides intercalados por cinco feixe de
estames (figura 1b); o fruto é ovado elipséide, arredondado no éapice e estreito na base, com a
coloragio verde quando jovem, e verde amarelado quando maduro, com 5-7cm de
comprimento e 3-4cm de largura. O pericarpo é delgado coridceo com aspecto de casca
granulosa (figura 1c¢) (Cuatrecasas, 1964; Ducke, 1953). Esta espécie encontra-se

! Projeto financiado pelo CNPg/PTU, Processo n. PTU/469915/00-5.

2 Pesquisador IIT Embrapa Amazonia Oriental, Tv. Dr. Enéas Pinheiro s/n, 66.095-100.
giorgio@cpatu.embrapa.br.

3 Pés Graduando em Recursos Genéticos UFSC/CCA.

* Professor Dr. UFSC/CCB, giorgini@ccb.ufsc.br.
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freqientemente distribuida na sub-mata de varzea e de terra firme na metade ocidental da
Amazo6nia. Os pontos mais orientais onde foi encontrada sdo: em Tefé (Rio Solimdes), rio Jau
afluente do Baixo Rio Negro, rio Purus e Baixo Acre e limite do Brasil com Peru e Coldmbia
(Cuatrecasas, 1964). O cacau-cabeca-de-urubu € consumido geralmente no seu estado natural,
sua polpa € adocicada e pouco acida, com gosto muito similar ao do cacau. Presume-se que as
sementes possam ser usadas na industria chocolateira.InformacGes sobre a biologia das
espécies arboOreas nativas da Amazdnia sdo de extrema importincia, a0 passo que cresce a
demanda por produtos das florestas tropicais, além disso nio se dispde de informagdes sobre
conhecimentos basicos destas espécies e muitos dos principios biolégicos aplicados as
florestas temperadas ndo servem para os trépicos (Crestana & Beltrati, 1988).

Neste sentindo, o presente trabalho apresenta observagdes a respeito da biometria de
frutos e sementes de 7. obovatum (cacau-cabega-de-urubil) que possam servir para avaliar o
seu potencial tecnologico.

MATERIAL E METODOS

O trabalho de biometria foi realizado no Laboratério de Botanica e as amostras de
frutos e sementes coletadas na cole¢do de Theobroma “George O’Neill Addison”, pertencente
a Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, PA (1" 53’S 48" 46’W) durante os meses de
fevereiro e abril de 2002, época chuvosa.

Apos a coleta, os frutos maduros foram imediatamente analisados para que ndo
houvesse interferéncia nos resultados, especialmente aqueles relacionados com o peso fresco
e teores de agucares da polpa. Para a determinacio das dimensdes (comprimento, largura,
espessura dos frutos, sementes e casca) foi utilizado um paquimetro manual e o peso fresco
obtido com balanca de precisdo.

Foram coletados cinco frutos de cinco matrizes diferentes (Q24/598, Q22/550,
Q24/609, Q21/526 e Q20/511), totalizando 25 frutos, realizando-se as seguintes medigdes: a)
fruto: peso total, peso da casca, comprimento, largura, espessura da casca, nimero de
sementes boas e chochas; b) sementes: peso com polpa, peso sem a polpa; dimensdes (maior
e menor didmetro de sementes boas escolhidas aleatoriamente); c) polpa: graus brix, peso
‘total (polpa com a placenta). A quantidade de polpa foi calculada por diferenca entre o peso
das sementes com a polpa e placenta, menos o peso das sementes sem a polpa. Foram
calculadas as proporgdes de: casca, polpa mais placenta e de sementes em relagdo ao peso
total do fruto. O grau-brix (que expressa a propor¢do de agucares na polpa) foi obtido com o
auxilio de um refratdmetro com escala de 0 a 50% (Bellingham & Stanley LTD.), as
fotografias foram realizadas com maquinas digitais Nikon D1 e Sony DSC-707.

‘ O peso seco foi obtido através da média de 25 sementes, onde as mesmas foram
" colocadas para secagem em uma estufa (70-80°C), até que atingissem O peso minimo
_constante.

Para a descricdo da germinagdo, as sementes foram postas para germinar
imediatamente apds o despolpamento, dispostas em bandejas plasticas em ambiente aberto,
sob ‘condi¢des naturais de o ar, umidade e iluminagdo indireta em leito composto de terra
preta misturada com serragem, na proporgdo de 2:1 .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores dos dados biométricos dos frutos, sementes e polpa de 7. obovatum
encontram-se respectivamente nas tabelas 1, 2 e 3.



O tempo médio de emissdo da radicula foi de 4 a 5 dias, onde 100% das sementes
germinaram. A forma de germinacdo das sementes ¢ hipogea.
O peso seco constante da semente de 7. obovatum foi de 0,29 g (N=25).

Tabela 1. Dimensdes e peso dos frutos de Theobroma obovatum (N=25).
Matrizes = Comprimento Didmetro Espessura da Peso frutoPeso da Pesoda Peso das

(cm) (cm) casca (cm) inteiro (g) asca{g) sem. sem.
férteis ( g) estéreis (qg)

Q24/598 3,8 2,7 0,38 11,7 9,2 3,6 -
Q22/550 43 2,8 0,38 14,2 10,6 4.6 0,2
Q24/609 49 27 0,46 15,2 11,9 42 -
Q21/526 44 3.1 0,42 18,0 13,3 5,2 -
Q20/511 43 3,0 0,42 18,4 14,2 42 -
Média/ 11,8

desv.pad.  4,3(0,35 2,9(0,16) 4,1(0,03) 155(2,49) (1,80) 4.4(0,53) 0,2 (0,0)

Tabela 2. Dimensdes e peso das sementes de Theobroma obovatum (N=25).

Matrizes Comprimento Maior Menor Peso ¢/ Peso Proporgao de
{cm) didmetro (cm) diametro (cm) polpa {(g) despolpa sementes/fruto (%)
da (g)

Q24/598 1,04 0,59 0,52 25 14 12,3
Q22/550 1,04 0,59 0,56 3,7 2,0 . 12,8
Q24/609 1,12 0,62 0,54 3,3 1,8 13,7
Q21/526 1,24 0,60 0,54 47 2,5 14,5
Q20/511 1,16 0,61 0,51 42 2.1 14,7
Média/

dev.pad. 1,12 (0,08) 0,60 (0,01) 5,3 (0,02) 3,7 (0,75) 2,0(0,36) 12,7 (0,93)

Tabela 3. Peso e grau brix da polpa de Theobroma obovatum (N=25).

Matrizes Peso da polpa (g) Grau brix (%) Proporgao de polpa/ fruto (%)
Q24/598 1,1 10,8 8,9

Q22/550 1,7 17,4 - 9,9

Q24/609 : 1,4 13,2 10,7

Q21/526 2,2 17,2 11,0

Q20/511 2,1 15,0 ' 10,4
Média/dev.pad. 1,7 (0,41) : 14,7 (2,49) 11,0 (0,74)
CONCLUSOES

No geral, as caracteristicas estudadas apresentaram baixa variagio, dando indicios que
o Banco de Gerplasma possui um baixo nimero de introdugSes para esta espécie. Na tabela 4
T. obovatum ¢ comparado com ouras espécies do género, nota-se que esta espécie ndo
apresenta nenhuma caracteristica agrondmica importante em seu fruto. Contudo, sua
rusticidade quanto a resisténcia a doenga vassoura-de-bruxa (Cripelis perniciosa) ndo pode ser
desconsiderada.
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Tabela 4. Caracteristicas biométricas entre diferentes espécies de Theobroma.

Espécie Peso do % de % de % de (%) placenta Referéncia
fruto (g) casca polpa sementes e residuos

T. obovatum 15,5 76,13 11 12,7 - Presente trabalho

T. cacao 500 80 14 4 2 adaptado de Pina
2001

T. speciosum 187,52 60 12 24 4 Venturieri et al. (ndo
publicado)

T. bicolor 890,2 44 35 19 2 Venturieri et al. (ndo
publicado)

T. grandiflorum 1275 43 38 17 2 Venturieri 1993
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Figura 1. Theobroma obovatum, a-arvore adulta, b-fruto, c-fruto em conte longitudinal, d-fruto
em corte transversal, e-semente e f-semente com radicula.
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NOTAS SOBRE A BIOLOGIA REPRODUTIVA DE THEOBROMA OBOVATUM
KLOTZSCH EX BERNOULLIL

Giorgio Cristino Venturieri '
Marcio Roberto da S. Melo?
Alethéa Fernanda L. Almeida >

Introducio

Na Familia Sterculiaceae, o género Theobroma é considerado o mais importante
economicamente, pois é nele que estio presentes o cacau (7. cacau) e o cupuagu
(T.grandiflorum). T. obovatum é uma fruteira arbérea tipicamente tropical, encontrada na
parte ocidental das bacias amazdnicas brasileira, peruana e colombiana. Este trabalho
objetivou descrever diferentes aspectos da biologia reprodutiva de 7. obovatum, com o
intuito de fornecer subsidios a fitotecnistas e melhoristas dedicados a domestica¢do de
fruteiras desta familia.

Material e método

As observacgles foram realizadas de outubro de 2001 a margo de 2002 em 5
individuos da colecio de Theobroma da Embrapa Amazodnia Oriental, Belém, PA.
ObservagGes diretas com o auxilio de andaimes e escadas, foram realizadas sobre o
comportamento dos visitantes, fenologia e morfologia floral. Foi observado sob
microscopia, a presen¢a de polen nos estigmas. Para a descrigio e ilustragio da morfologia
e do comportamento floral, fo1 utilizado maquina fotografica digital.

Resultados e discussao

: Apesar de hermafroditas, 7. obovatum apresenta dois tipos florais, diferenciados
pelo peculiar comportamento de suas ligulas, que isolam ou nfo o gineceu (Figura 1). As
flores abrem-se ao amanhecer, por volta das 4h. A primeira fissura do botio ocorre
aproximadamente 3h, as sépalas encontram-se totalmente abertas as 6h. A coloragdo do
estilete escurece apds o segundo dia da antese, ficando seco e invidvel para poliniza¢do. A
maioria das flores do 7. obovarum possui ligulas abertas. A abscigdo ocorre em média
~quatro dias apds a antese, com maior freqiiéncia as 18h. As flores permaneceram abertas
‘durante todo esse periodo. A coloraciio da superficie adaxial das sépalas pode variar do
rosa claro ao vermelho escuro, dependendo de cada individuo.

Em 23 frutos estudados, foi observado um niimero médio de 5,2 (+1,41), minimo de
trés e maximo de oito sementes por fruto, sugerindo a necessidade da fecundagdo de no
minimo de trés dvulos para que ocorra o desenvolvimento do fruto.

! Pesquisador I11, Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, PA, giorgio@cpatu.embrapa.br.
% Bolsista PIBIC/CNPq/UFRA/EMBRAPA.
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A presenca de flores do tipo fechada foi menor do que de flores abertas. Quanto a
presenga de grdo de pdlen no estigma, 76,25% do total das flores analisadas continham
polens adenidos ao estigma, demonstrando a elevada presenga de polinizadores na area
onde os individuos foram estudados, ja que o estigma se encontra isolado das anteras por
uma coroa de estaminodios, impedindo a auto-fecundagio espontinea (Figura 1).

~————————pedinculo

__—sépala

== cobgula
\ antera
estaminddio
\ovério ﬁ
ligula

estigma

Figura 1. Esquema de dois tipos florais encontrados em Theobroma obovatum. a. flor com
as ligulas fechando-se sobre o estigma e b. flor com ligulas abertas, expondo o
gineceu.

Comparando-se flores do tipo aberta com flores do tipo fechada, 100% das flores
abertas apresentaram grios de pélen aderidos ao estigma, e apenas 52% das flores fechadas
apresentaram graos de polen aderidos ao estigma. Quando se comparou o nimero médio de
grios de polen presentes no estigma, entre flores abertas e fechadas, a diferenca entre os
resultados € ainda maior, 28,6 e 6,25, respectivamente. Estes resultados demonstraram a
existéncia de um eficiente mecanismo de isolamento do gineceu, propiciando um maior
namero de polinizagdes cruzadas.

A figura 3 ilustra a distribuigo, por intervalo de classe, dos grios de polen aderidos
ao estigma entre os dois tipos florais existentes em Theobroma obovatum, estes resultados
novamente demonstram a importdncia deste mecanismo de isolamento, em que uma
percentagem alta de flores fechadas ndo recebeu poélen algum no estigma. Por sua vez, as
flores abertas, além de receberem polen em 100% de seus estigmas, também apresentou um
grande nimero de grios por estigma.
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Figura 3. Distribuigio, por intervalo de classe, dos grios de pélen aderidos ao estigma entre
os dois tipos florais existentes em Theobroma obovatum.
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‘Figura 2. Biologia reprodutiva de Theobroma obovatum em Belém, PA. a. individuo adulto do
banco de germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental; b. fruto maduro, observar
rugosidade da casca; €. fruto em corte longitudinal, observar o nimero reduzido de
sementes; d. flor totalmente aberta; €. flor aberta com ligulas fechando-se sobre o
gineceu e . perfil de flor com as ligulas fechando-se sobre o gineceu.
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POLINIZACAO DE CA?AUi (Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. -
Sterculiaceae): IMPLICACOES PARA CONSERVACAO

Alessandra de Azevedo Rodrigues da Silva'

RESUMO

O cacaui (Theobroma speciosum) ¢ uma fruteira tipica da Regido Norte, cujas flores
sapromiofilicas atraem dipteros. Os recursos que os insetos utilizam sdo muito variados e
entre eles estdo as flores, as quais podem ser utilizadas como alimento e local para
reprodugdo. Este trabalho visou fazer uma comparagio do sistema de poliniza¢io de 7.
speciosum em duas areas de preservacdo distintas, contribuindo para a avaliagdo das
estratégias de conservag@o da espécie. O trabalho foi realizado nos anos de 2000 a 2002, no
Centro de Pesquisa do Tropico Umido da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA/CPATU) e na Estacdo Cientifica Ferreira Penna (ECFPn/MPEG). Foram
realizados estudos sobre estrutura populacional e fenologia de 7. speciosum nas duas areas
de preservacdo, observacdo comportamental dos insetos no campo, coletas de insetos
visitantes das flores de cacaui, analise de carreamento de polen pelos insetos e verificagdo dos
msetos emergentes no laboratorio. As arvores de cacaui, em ambos os locais, florescem em
periodos mais secos ¢ frutificam em periodos mais umidos. As populacdes de cacaui nas duas
areas diferem pela distribuicdo espacial e etaria dos seus individuos. A falta de jovens e
subadultos na area de preservacdo ex sitw , mostra falha no “furn over” populacional,
demonstrando fragilidade no sistema estabelecido. As inflorescéncias de 7. speciosum sio
uiilizadas por uma grande diversidade de invertebrados. Nove ordens de insetos, e pelo
menos duas ordens de outros invertebrados, visitaram as flores de cacaui. As ordens com
maior quantidade de individuos foram Hymenoptera, Thysanoptera, Diptera e Coleoptera. Os
visitantes das flores de cacaui foram classificados como: oportunistas, predadores e
polinizadores. Drosofilideos foram indicados como polinizadores de 7. speciosum, com a
possibilidade da participagdo de alguns forideos. As guildas dos drosofilideos foram distintas
nas duas areas de preservacgdo e mais diversa na area de preservacdo in sifu. Quatro espécies
foram comuns as duas areas. A perda de diversidade e alteragdo na composi¢do na guilda de

" polinizadores parece ndo ter afetado a populagdo de 7. speciosum na area de preservagio ex
situ . No caso em estudo o sistema de polinizagio apesar de profundamente alterado, ainda
apresenta sinais de viabilidade.

! Bolsista do curso de mestrado em zoologia (Museu Paraense Emilio Goeldi/ Universidade Federal do Para.
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ABSTRACT

Cacauhy (Theobroma speciosum) is a common tree in Amazonian Brazil whose
decaying flowers attract flies. The flies utilize various parts of the plant, including the flowers,
which are used for food and as breeding sites. This study is a comparison between the
pollination systems of two widely separated populations of 7. speciosum, each population
growing in an area representing a different biodiversity conservation strategy: ex sif¢ and in
situ. Fieldwork took place between 2000 and 2002 in the “Addison O’Neil” germplasm
collection of the Brasilian Agroforestry Research Institute’s Center for Humid Tropical
Research (ex situ site) and in the “Emilio Goeldi” Natural History Museum’s “Ferreira
Penna” Research Station (in situ site). This investigation included studies of population
structure and phenology of 7. speciosum, field observations of insect behavior, the collection
of flowers and their insect visitors, analyses of pollen load, and the identification of insects
collected and those emerging in the lab from collected flowers. Both populations of cacauhy
studied flowered during the driest part of the year and produced fruit during the wettes7. The
lack of juveniles and subadults in the ex situ (i.e., cultivated) population indicates zero
population turnover and demonstrates the fragility of the system established. The
inflorescences of 7. speciosum are utilized by a wide variety of invertebrates. Individuals
from 9 insect orders and at least two other invertebrate orders were observed visiting 7.
speciosum flowers. Most visitors were in the Hymenoptera, Thysanoptera, Diptera, and
Coleoptera. The insect visitors were classified as opportunists, predators, and poliinators.
Drosophilids were the observed to be the principal pollinators, with the possibility that some
phorids also participated in pollination. The drosophilid guilds were different in the two areas
and were most diverse in the in situ area. Four species were common to both areas. The loss
of diversity and alteration in the composition of the guild of pollinators in the ex situ area
does not seem to have effected the population of 7. speciosum. Although the pollination
system was greatly altered the ex situ population of 7. speciosum still shows signs of
viability.
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L INTRODUCAO

Dentre as mumeras definicdes, pode-se dizer que biodiversidade ¢ a variabilidade
morfologica, comportamental, fisiologica e bioquimica dos seres; isto inclui diversidade
dentro e entre taxons, as relagdes com seus ecossistemas e os processos filogenéticos que
sofreram (Mallet, 1996). Nao existe um consenso entre as muitas estimativas de diversidade
de espécies bioldgicas. Uma dessas, sugere que existam entre 10 a 30 milhdes de espécies
sobre a terra e que apenas 1.4 milhdo foram nomeadas e sumariamente descritas (Wilson,
1994). Segundo Glowka et al (1994) seria preciso pelo menos mais 100 anos de pesquisa
para suprir a falta de informac@o sobre a diversidade biologica, haja visto que as continuas
interferéncias ocorridas no meio ambiente ao longo do tempo tem diminuido drasticamente
esta biodiversidade sem que ela a0 menos tenha podido ser devidamente entendida. Diante
desta situacdo, faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias de conservagdo que visem
a preservacdo e o conhecimento dos ecossistemas, contribuindo desta forma para a
sobrevivéncia das diferentes espécies, e garantindo a manutencdo das relagbes intra e
interespecificas presentes nestes ambientes, as quais, em ultima instincia mantém o equilibrio
do proprio ecossistema.

A conservagdo de espécies pode ser realizada através de diversas estratégias, dentre
elas: preservagdo in situ; preservagio ex situ ; reabilitacio e restauragdo de habitats;
administra¢do do uso da terra e estabelecimento de politicas globais e mecanismos financeiros
(Jeffiies, 1997). Estas estratégias necessitam de um bom envolvimento dos atores sociais e
adequado suporte econdmico, porque envolvem tecnologias, conhecimento e a¢des politicas,
para a preservagio das espécies ou ainda a manutencdo de parte ou totalidade do ecossistema
intacto, isto representa o ndo uso, visando prioritariamente a conservagio de espécies raras €
as de importancia ecologica.

A preservagio in situ significa a manutengdo de areas para assegurar a variabilidade
genética e a estrutura populacional das espécies, com isso manter um bom funcionamento dos
processos reprodutivos e a manutengdo das comunidades e das suas relagdes competitivas,
mutualisticas e simbioticas, disponibilizando amplos recursos indispensaveis a sobrevivéncia
das espécies. O estabelecimento de areas implica em uma série de dificuldades, entre elas o

- desenho de estratégias técnico cientificas com base em levantamentos bioticos, identificando
as espécies raras ou de importincia econdmica (Jeffries, 1997).

A preservacdo ex sifu visa assegurar a sobrevivéncia de espécies economicamente
importantes e/ou em perigo de extingdo, propiciando um ambiente similar ao seu original.
Esta estratégia compreende a formagdo de banco de germoplasma e sementes ou construgao
de parques ecoldgicos, bioparques ou de zoolégicos. Um dos pontos positivos deste tipo de
preservagio € propiciar a manuteng@o de uma espécie de valor biologico. O principal aspecto
negativo € que a espécie € introduzida em outros ambientes, que pode ser similar mas nunca

igual ao seu habitat natural. Com isso, sdo muitas vezes, introduzir modificagbes
significativas na estrutura populacional e comportamental desses individuos, podendo levar
prejuizo ao processo reprodutivo (Jeffries, 1997).

A perda da variabilidade genética é um ponto importante a ser considerado em
populagdes manejadas, pois as interferéncias do meio ambiente podem até ocasionar a
extingdo da espécie (Soulé, 1986). Normalmente a preservagio ex situ de espécies vegetais,
como por exemplo os bancos de germoplasma, buscam a similaridade com o ambiente
natural, porém € muito dificil conseguir reproduzir todas as relagdes existente no ambiente
original, pois a propria estrutura homogénea da plantagio é muito diferenciada da natural. Os
individuos de plantio sdo menos diversificados geneticamente e mais suscetiveis a doengas ou
mudanca abidticas. Além disso a maioria das plantacdes sofre manipulagdes quimicas ou
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bioldgicas que se propdem a cuidar da espécie em questdo, mas acabam interferindo na
composicdo dos agentes polinizadores, o que também pode ocasionar a diminui¢do do
sucesso reprodutivo das espécies.

A polinizagdo ¢ a forma de reproduc@o sexuada dos vegetais superiores. O processo
de polinizagdo ¢ iniciado com a transferéncia dos grios de polen até o estigma que, por meio
de elementos quimicos, fixa os polens em suas estruturas. Os grios de polen formam os tubos
polinicos que servem como passagem dos anterozoides até o ovario, efetivando a
fecundacdo. Mas, para ocorrer a transferéncia dos gridos de podlen até o ovario sio
necessarios agentes polinizadores que podem ser tanto abidticos (vento e agua) como
bidticos (principalmente animais). Os angiospermas precisam de agentes polinizadores para
aumentar sua variabilidade genética, e ao longo do tempo vem passando por mecanismos de
adaptacgdo e co-adaptagdo que otimizam este processo.

O sistema de polinizagdo constitui um exemplo importante de como se dio as
relages interespecificas entre organismos taxonomicamente diferenciados e como a historia
evolutiva destas interacdes, pode ser afetada pela alteracdo do habitat e por outras formas de
intervencdo humana. Tais agles diminuem a biodiversidade e sdo determinantes nas
mudangas na composigdo de espécies (Tabarell;, 1999).

As modificagdes ambientais produzem mudancas abidticas que, por sua vez,
interferem diretamente nas populagdes dos polinizadores e consequentemente, no proprio
sistema de polinizacdo. Como € o caso das abelhas da subfamilia Euglossinae, onde pequenas
alteragdes ambientais diminuiram consideravelmente sua populagio interferindo desta forma
no processo da polinizagdo de Dianthus deltoides (Caryophyllaceae) (Didham et al, 1996).

Para melhor estimar o efeito das perturbagdes antropicas sobre o sistema de
polinizag@o, é necessario compreender o funcionamento de cada um desses sistemas € as
intrincadas relaces neles envolvidas em seu ambiente natural. Isso dificilmente € feito ja que
a maioria dos trabalhos de polinizacdo sdo realizados em areas de plantio (Posnette, 1944;
Souza & Venturieri, 1998).

A polinizagdo envolve varias adaptacdes na estrutura floral que tornam o processo
viavel. Os vegetais ao longo da sua evolugido formaram estruturas especializadas para auxiliar
o transporte do polen até o estigma. As flores polinizadas pelo vento apresentam estruturas
que permitem a melhor exposi¢do das anteras nas flores, para facilitar o transporte dos graos
de polen. Outras flores que s@o polinizadas por animais apresentam estruturas especializadas
para atrair seus polinizadores, esses mecanismos de atragdo podem ser expressos atraveés do
odor, cor e/ou forma floral. Algumas espécies de orquideas possuem flores com estruturas
que permitem o contato dos beija-flores com as anteras, assim quando estes passaros visitam
outras flores deixam nelas os graos de pélen (Raven, 1978).

Os baobas (Adansonia spp. - Bombacaceae) dependendo da estrutura floral, fenologia
e produgdo de néctar, sdo polinizados por morcegos frugivoros, 1émures e falcdes, que ao se
alimentarem dos recursos florais ficam com seu aparato bucal coberto de grios de polen,
facilitando o transporte dos mesmos até outra flor (Baum, 1995).

Os insetos sdo atraidos por diferentes tipos de recursos “oferecidos” pelas plantas e
sdo ou podem ser recompensados com alimento e também por abrigo para a prole, ja que em
alguns casos as fémeas podem depositar ovos no interior das flores (Lachaise, 1982). Os
besouros sdo atraidos as flores pela sua fragrincia, visto que ndo apresentam boa percepgao
visual; as abelhas por sua vez s@o atraidas pela fragrancia adocicada e pelo colorido das
- flores.

As moscas sdo, entre os insetos, o segundo grupo de polinizadores mais importantes
em termos de eficiéncia e esta interagdo parece ser bastante antiga (Lloyd & Wells,1992 apud
Endress, 1994). As flores miofilicas, aquelas associadas especificamente com dipteros
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(moscas), podem ser subdivididas em dois grupos: as sapromiofilicas (que imitam material em
decomposi¢do) e as micofilicas (que imitam fungos). As flores miofilicas sdo visitadas entre
outras por moscas das familias Calliphoridae, Sarcophagidae, Muscidae e Drosophilidae
(Endress, 1994). Para as moscas saprofitas os fatores de atracdo sdo as caracteristicas
semelhantes a seu substrato de alimentagio e oviposi¢do. Estas flores sio mais comumente
representadas dentro de certos grupos de plantas, como por exemplo, Aristolochia, algumas
Araceae, Orchidaceae e Sterculiaceae (Endress, 1994).

Na familia Drosophilidae, existem espécies oportunistas que podem utilizar o recurso
flor como substrato de oviposigdo, mas também s3o conhecidas espécies antofilicas (sdo
atraidas por flores ou se alimentam delas) que sdo representadas nos géneros Drosophila

grupo bromeliae, flavopilosa e onychothora e subgénero Phoridosa), Clastopteromyia,
Laccodrosophila, Scaptomyza (Subgénero FExalloscaptomyza), Zaprionus, Zapriothrica e
Zygothrica (Okada, 1975). Brncic (1983) indica 140 espécies de Drosophila que utilizam as
flores como sitio de criagcdo sendo que algumas destas utilizam obrigatoriamente este recurso.
O grupo flavopilosa, onde todas as espécies sdo florifagas, foi considerado por Brcic (1983)
como sendo ecologicamente restrito e provavelmente sua distribuig¢do esta relacionada com a
das plantas hospedeiras.

As moscas da familia Drosophilidae foram indicadas como polinizadoras da espécie
Aristolochia maxima da familia Aristolochiaceae. Drosophila  spp. sio primeiramente
atraidas pelo odor, assim que as flores se abrem, e acabam ficando presas dentro das flores
até o outro dia, quando acontece a deiscéncia das anteras e abertura das flores, liberando: as
moscas completamente cheias de p6len pelo corpo. Os polinizadores de Aristolochia sdo
classificados como sendo do grupo saprofago, e portanto ndo utilizam néctar nem polen,
caracterizando um sistema de polinizagdo do tipo enganador, que a planta simula odor
caracteristico do substrato de oviposi¢do (Sakai, 2002).

As flores da familia Sterculiaceae tém especializagBes estruturais propicias a
penetracdo de pequenos insetos (Young, 1984). Estas flores contém pétalas modificadas, em
cogulas e ligulas, e estaminodios que protegem as estruturas reprodutivas formando uma
armadilha para os possiveis polinizadores, que ao entrarem na cogula ficam com seus corpos
cobertos de grios de polen, evidenciando que estas flores envolvem um mecanismo de
polinizagdo mediado por insetos (Young et al, 1984). Essas pétalas modificadas apresentam o
odor mais acentuado, variando padrdes acredoce (Souza & Venturieri, 1998). Tais padrdes
sdo facilmente evidenciados nas espécies de Sterculiaceae do género Theobroma.

Em Theobroma grandiflorum (cupuacu), pequenos himenopteros, como Plebeia
mimima e Trigonisca pediculana foram indicados como polinizadores (Venturieri 1994) ¢
Venturieri (1997) identificou besouros da subfamilia Eumolpinae como polinizadores desta
espécie. Posnette (1944) indicou pequenos dipteros da familia Ceratopogonidae como
polinizadores efetivos de Theobroma cacao (cacau) em plantagdes de cacau em Trinidad.
Mas em plantagdes proximos de Cameroon, em Yaoundé foram encontrados muitos
drosofilideos com graos de pdlen de cacau pelo corpo como: Drosophila bocqueti; D.
‘colendo;, D. lambi, Zaprionus armatus, Z. ghesquierei, ¢ Z. tuberculatus que foram
considerados eficientes no processo de polinizagio devido a estrutura morfologica que
favoreceu o transporte de grande quantidade de grdos de pdlen, além de permanecerem por
um bom tempo nas plantacdes. Estes drosofilideos foram comparados com outros insetos que
carreavam poélen e apresentaram mais grdos de polen no corpo do que os outros insetos
(Massaux et al 1976 apud Lachaise & Tsacas, 1983).

Em estudo da proporgdo de frutos com a visitagio-de drosofilideos, ceratopogonideos
e formigas em Cameroon, foram identificados dois drosofilideos (Scaprodrosophila sp. e

5-47



Drosophila triangulifer) responsaveis por 43% da fertilizagdo do cacau (De Miré 1971 apud
Lachaise & Tsacas, 1983).

Theobroma speciosum (cacaui) possui sindrome floral adequada & polinizagdo por
dipteros saprofagos. Sua sindrome floral é bastante semelhante a Herrania mariae, género
proximo de Theobroma, que é polinizado por forideos (Venturieri & Silva, 1995). A
Herrania purpura, H. nitida e H. albiflora também s3o polinizadas por forideos (Megaselia sp.
e Dormiphora sp.) que visitam estas flores na madrugada e & noite quando as mesmas estao
receptivas, com odor acentuado e grande produ¢io de exsudato (Young, 1984).

Nos trabalhos de Ohana et al (1998) moscas da familia Drosophilidae foram
encontradas sobrevoando as inflorescéncias de 7. speciosum num comportamento ritualistico
de sempre pousar nas ligulas, penetrar na cogula, sobrevoar e penetrar no estigma. Essas
flores emitem odor muito forte, semelhante a limao, que foi considerado como um atrativo
para as drosofilas, ja que as espécies identificadas neste estudo, como atraidas as flores sdo
conhecidas por utilizarem frutos em decomposigdo como substrato de alimentagdo e
oviposigio. Também Souza & Venturieri (1998) encontraram drosofilas visitando flores de
cacaui da colegdo de “Addison O’Neil” da EMBRAPA/CPATU-PA e “Basil Bartle” da
CEPLAC/PA. Ambos os trabalhos foram realizados em areas de plantio.

Este trabalho tem como objetivo caracterizar e comparar o sistema de polinizacdo de
T. speciosum em duas areas de preservagdo distintas, contribuindo para a avaliagdo das
estratégias de conservagdo. Sdo objetivos especificos:

. Caracterizar a estrutura populacional de 7. speciosum nas duas areas de
preservagao;

. Estabelecer o padrdo fenologico das populagtes de 7. speciosum na area de
plantio e de ocorréncia natural,

. Identificar e caracterizar a guilda de insetos visitantes;

. Identificar os agentes polinizadores de 7. speciosum,

. Estabelecer a forma de uso dos recursos florais pelos polinizadores;

. Comparar a guilda de polinizadores e o sistema de polinizagdo nas areas de

preservacao in situ € ex situ .
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II. MATERIAIS E METODOS

1- Areas de estudo:

Os trabalhos foram realizados no Centro de Pesquisa do Tropico Umido da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CPATU), municipio de Belém-PA, e na
Floresta Nacional de Caxiuani, Estacio Cientifica Ferreira Penna (ECFPn) do Museu
Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Caxiuan, municipio de Melgago-PA (Figura 1).

W Estacdo Cientifica Ferreira Penna

0 300 600 Km @ Colecio de germoplasma
I « . Nai]??
) Addison O'Neil

Figura 1. Mapa do estado do Para, indicando a localizagio da Colegdo de
germoplasma “Addison O'Neil”, municipio de Belém; e da Estagdo Cientifica Ferreira Penna,
municipio de Melgago, Par4, Brasil.

a) Area de preservagdo ex-situ

A area de pesquisa da EMBRAPA/CPATU, localizada na area urbana da cidade de
Belém, Para, abriga a colegdo de germoplasma ”Addison O’ Neil” (CGAON) destinada a
preservagdo ex situ de espécies amazdnicas do género Theobroma, implantadas desde de
1945 (Addison &Tavares, 1951).

Os individuos desta cole¢do estio em area de terra firme, distribuidos em trés
parcelas, uma de aproximadamente 2 hectares e outras duas somando 1 hectare. A parcela de
2 hectares (107 x 162 m), é uma area onde os individuos de Theobroma foram enfileirados a
‘cada 4 metros, com o espacamento de 3 metros entre os individuos de cada fileira. Estas
arvores foram entremeadas por outras espécies de grande porte. A manutengio freqiiente da
area de plantio, com corte do sub-bosque, é feita apenas nesta parcela. As duas outras
parcelas menores, adjacente a esta area, estdo abandonadas ha pelo menos 10 anos e
apresentam caracteristicas de capoeira. Para efeito deste trabalho somente esta parcela de 2
hectares foi considerada.

A colegio de- Theobroma na parcela estudada contém 1162 md1v1duos de 7 espécies
amazdnicas do género que sdo: Theobroma grandiflorum, T, speciosum, 1. vbavatum, T.
subincanum, T. bicolor, T. sylvestre ¢ T. spruceanum. Cinco hibridos: T. grandiflorum x T.
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obovatum, T. grandiflorum x T. subincanum; T. obovatum x T, subincanum; 1, speciosum x.

I. sylvestre f. polzplwﬂ ¢ T, speciosum x T. sylvestre. CcntQ e cingtienta e nove individuos
ﬁl@!_r.as sequencms - exceto por uma ﬁl@lrg que ggtg 240 metros de distncia das demais com
45 individues e por 2 individuos dispersos na drea. Quase tedes os individues estdo seb
sombfeamento Uma pequena parte estd leeahzada proxima & uma area aberta e sob
influéncia de sol direto e com grande clrculaqﬁo de vento.

b) Area de preservagio in situ

A ECFPo/MPEG (Caxiuang) é uma unidade de preserva¢do permanente de 33.000 ha,
inserida na Floresta Nacional de Caxiuani com area total de 330.000 ha, e é destinada
exclusivamente & pesquisa cientifica. A fitofisionomia predominante ¢ de floresta densa de
terra firme que ocupa 85 % da area (Lisboa, 1999). De um modo geral a vegetagio encontra-
se em estado primario de conservagdo, constituindo uma area de preservagdo in situ para as
diversas espécies ali presentes, e entre elas 7. speciosum. Segundo Almeida et al (1993) a
4ha estudados, apenas 8 1nd1v1duos com DAP igual ou superior a 10 cm.

Qs individuos utilizados neste estudo encontram-se localizados em quatro pontos
distintos da Estagfo cientifica (Figura 2): Ponta 1= na mata de terra firme da ECFPn/MPEG,
tnlha agijacente entrada da pa_rcela pnncipal Pento 2= em terra ﬁrme na area das

p_ro.mnndades das cas_as dos nbemnhos denonn,nada cau;ara ; e ,Pontg 4 em area dc varzea,
na mata do “caigara” as margens do Rio Caxiuani. A utilizagdo dos diferentes pontos variou

conforme a presenca de 4 arvores de cacaui com flores nos dias das v1s1tas
. .
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mstalac;oes da base ﬁswa da ECFPn, Ponto 3: Caxgara, proxuno a casa dos nbemnhos e
ponto 4: Mata do caigara.
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2- Caracterizacio das populagédes de cacaui nas duas areas estudadas:

a) Estrutura populacional de cacaui:

A analise populacional de cacaui, foi realizada com base no estudo de todos os
individuos presentes em uma parcela de 4 hectares, definida por sorteio entre os 32 ha
utilizados para o estudo de DAP e altura das arvores de cacaui, no ponto 1 da ECFPn. Na
CGAON foram considerados todos os individuos presentes na parcela 2, de 2 hectares, citada
no item la. Os pardmetros analisados foram: distribuigdo espacial e freqiiéncia das classes de
tamanho. Todas as plantas de 7. speciosum presentes nas areas delimitadas para o estudo
foram marcadas, numeradas e tomadas medidas do DAP e altura.

b) Estudos Fenologicos:

Na CGAON foram definidas dez arvores por sorteio € na ECFPn foram utilizados dez
individuos disponiveis nas areas de melhor acesso (Trés individuos no ponto 1; trés
individuos no ponto 2; dois no ponto 3 e dois no ponto 4).

O acompanhamento fenologico implicou na andlise de todas as fenofases (foliacao,
floracdo e frutificagdo) dos individuos. As observagdes foram realizadas nas duas areas a
cada 15 dias durante 12 meses consecutivos. Para a avaliacdo de freqiiéncia das categorias
fenofésicas, foram atribuidas notas de 0 a 3, como se segue: 0- nenhuma freqiiéncia nesta
categoria; 1- < 30% nesta categoria; 2- 30% < e > 60% nesta categoria; e 3- > 60% nesta
categoria.

A mudanga na foliagio, foi considerada efetiva quando obteve-se moda das notas
acima de 2. Para floracio e frutificacdo foi considerada a moda das notas acima de 1.

3- Caracterizacio da guilda de visitantes das flores de cacaui:

a) Identificacdo e acompanhamento dos visitantes das flores de cacaui e seu periodo
de atividade: -

Na CGAON as observagdes dos visitantes foram realizadas no ano de 2001, nos
meses de maior produgdo floral (julho, agosto e setembro). Em 2002 a coleta restringiu-se
aos horarios de maior receptividade das flores de cacaui, apenas para coleta de espécimes de

- Drosophilidae e Phoridae.

As inflorescéncias utilizadas para observa¢do dos animais visitantes foram aquelas
inseridas no caule até 2 m de altura do solo (7. speciosum é uma arvore que apresenta
caulifloria). Foram utilizadas trés arvores por visita, sorteadas e acompanhadas a cada % de
hora, ao longo de 24 horas, com 10 minutos de observagio em cada planta.

Na ECFPn estas observa¢des ocorreram no ano de 2000 (dezembro), 2001
(dezembro) e 2002 (julho). Néo foi possivel encontrar muitas arvores de cacaui com flores

- em todas as visitas a ECFPn, mesmo que estas visitas tenham sido realizadas mensalmente.
No ano de 2000 foi possivel utilizar duas arvores que apresentaram inflorescéncias no dia da
visita, com o mesmo procedimento acima citado. Em 2001 e 2002, utilizou-se apenas uma
-arvore por visita que apresentou insercdo de flores acima de 2 metros do solo, para esta
observagio foi necessario o auxilio de uma escada de 6 metros.

O comportamento de todos os invertebrados encontrados visitando as flores de
cacaui, durante o periodo de observagdo, foram descritos e posteriormente classificados. Os
insetos que apresentaram comportamento indicativo de polinizadores foram coletados com
auxilio de aspirador manual, cuidadosamente montados e identificados em nivel de espécie.
Alguns individuos que apresentaram grios de pélens fixados em seu corpo foram observados
sob microscopia de varredura para a identificagdo destes graos. Os demais insetos que ndo
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apresentaram padrdes de comportamento de polinizadores foram coletados em separado com
o mesmo procedimento, montados e identificados.

Todos os animais foram depositados nas colegdes de invertebrados do Museu
Paraense Emilio Goeldi. A identificagdo foi realizada com auxilio de bibliografia, comparaggo
com espécimes de colegdes e, quando foi o caso, por especialistas. Todos os invertebrados
foram identificados em nivel de familia e naquelas familias de interesse, em espécie ou
morfoespécie.

b) Uso dos recursos florais de cacaui:

b.1) Identificacdo dos insetos presentes nas flores:

Foram utilizadas 3729 flores de cacaui para verificacdo dos insetos presentes na
ECFPn no ano de, 2001 (dezembro) e 2002 (julho). Na CGAON foram verificadas 13946
flores de cacaui, coletadas no ano de 2000 (setembro), 2001 (junho, julho e agosto) e 2002
(Junho e julho). Todos os insetos presentes nestas flores foram retirados, identificados e
colocados em tubos contendo alcool a 70%.

b.2) Acompanhamento da emergéncia dos insetos adultos em flores de cacaui:

Vinte mil quatrocentos e oitenta flores de cacaui foram utilizadas para verificagio da
emergéncia dos insetos, destas 16574 eram flores vivas e 3906 flores em decomposigdo. O
total de 2217 flores vivas e 1512 flores em decomposi¢do foram provenientes da ECFPn; e
14357 flores vivas e 2394 flores em decomposi¢do da CGAON.

Estas flores foram colocadas em recipientes plasticos de 300 ml, preparados com
areia estéril no fundo e tampados com tecido organza (Figura 3). Estes recipientes foram
acondicionados no laboratdrio de criagdo do MPEG, a uma temperatura de 28°C + 2°C, com
fotoperiodo de 12 h: 12 h, acompanhados e umidecidos diariamente durante 45 dias.

Todos os dias os insetos emergentes de cada recipiente, foram retirados com auxilio
de um aspirador manual, datados, identificados e colocados em tubos contendo alcool a 70%.
O tempo de emergéncia deste insetos foi calculado a partir do dia da coleta até a data de
emergéncia.
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Figura 3: Flores de cacaui colocadas em recipientes plasticos contendo areia esterilizada no
fundo e tampados com tecido organza, para verificagdo da emergéncia dos insetos adultos.

b.3) Acompanhamento da emergéncia dos insetos adultos em flores de cacaui
separadas por categoria floral:

Do conjunto de flores coletadas na CGAON nos meses de junho (2000, 2001 e 2002),
julho (2000 e 2001), agosto (2000 e2001) e setembro (2000) foram separadas trés
inflorescéncias definidas aleatoriamente de trés arvores sorteadas por visita. Na ECFPn foram
coletadas todas as inflorescéncias presentes na planta no dia da visita, que aconteceu nos
meses de julho (2002) e dezembro (2001).

Estas inflorescéncias foram levadas para o laboratério e separadas por categoria
floral, em: botdo, flor nova e flor velha. Utilizou-se neste experimento 16076 e 2337 flores de
cacaui, da CGAON e ECFPn, respectivamente. Estas flores foram colocadas em recipientes
(o mesmo procedimento do item b2) por categoria floral (botdo; flor nova e flor velha). Da
CGAON foram coletados 7422 botdes; 6560 flores novas; € 2094 flores velhas. Cada
recipiente recebeu entre 10 e 50 unidades florais. Na ECFPn foram obtidos 995 botges; 722
flores novas; e 620 flores velhas, o nimero de unidades florais por recipiente variou de 5 a
50.

4 — Avaliacio da diversidade e similaridade entre as guildas de drosofilideos:

Foi utilizado o indice de Shannon-Weaver (H') para caracterizar a diversidade de
drosofilideos encontrados visitando as flores de cacaui da ECFPn e cole¢@o de germoplasma
“Addison O'Neil”. Este indice ¢ obtido através da formula:

Indice de diversidade de Shannon-Weaver:

Onde, k é o numero de categorias (espécies), fi representa a proporgdo das
observagdes encontradas na categoria i € n € o nimero total de individuos.

A similaridade dos drosofilideos foi analisada utilizando o coeficiente de Jaccard que €
obtido através da formula: '

Coeficiente de Jaccard:

Cj =}/ (atb))

Onde j € o nimero de espécies em comum para as duas localidades, a e b é o total de
espécies em cada localidade, respectivamente.
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HII. RESULTADOS

1- Caracterizac¢io das populacdes de T. speciosuni nas areas estudadas:

a) Estrutura populacional de 7. speciosum :

A distribui¢@o espacial de 7. speciosum difere nas duas areas analisadas, na ECFPn
observou-se que as arvores de cacaui formam agregados, em 4 ha verificou-se 23 individuos
bem proximos, numa distdncia menor que 15 metros entre eles (Figura 4a). A figura 4b
representa a distribuigdo das arvores de cacaui na CGAON, onde as mesmas foram plantadas
uniformemente em fileiras de 3 metros de distancia entre si, contendo também outras espécies
do género Theobroma que ndo foram representadas na referida figura, mas que estao em
fileiras uniformes inseridas nas parcelas, aqui representadas em branco.
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Figura 4: Distribuicdo espacial das arvores de cacaui (7. speciosum). a) Estagdo Cientifica
Ferreira Penna, Caxiuand, municipio de Melgago, Para, Brasil, b) Cole¢do de germoplasma
“Addison O'Neil”, Belém, Para, Brasil.

Foram mensurados 109 individuos na ECFPn e 206 na CGAON quanto ao DAP e
altura. O DAP variou de 0,63 a 20 cm, com média de 6,35 + 0,41 na ECFPn e na CGAON a
média foi de 17,2 £ 0,26 cm com variagdo entre 7,63 cm a 31,51 cm (Figura 5).

A altura das plantas nfo variou nas duas areas estudadas. Na ECFPn a média foi de
7,35 £ 0,43 e na CGAON a média foi de 7,8 m £ 0,33 (Figura 6).
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Figura 5: Classes de DAP das arvores de cacaui da Esta¢do Cientifica Ferreira Penna,
Caxiuand, Melgago-Pa, em barras claras, N=109. E DAP das arvores da colegdo de
germoplasma “Addison O 'Neil”, EMBRAPA/CPATU, Belém-Pa, em barras negras, N=206.

A distribuicdo etaria da populagdo de cacaui foi baseada nos valores de DAP, os
valores superiores a 10 cm fo1 considerado como um indicativo de plantas adultas. Na ECFPn
15% das é&rvores de cacaui apresentaram valores superiores a 10 cm e na CGAON 99% das
plantas.

40 5
35
30

25

FreqUéncia (%)

il

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 >20
Classes de altura

Figura 6: Classes de altura das arvores de cacaui (7. speciosum) da Estac@io Cientifica
‘Ferreira Penna, Caxiuand, municipio de Melgago, Par4, Brasil, em barras claras, N=109. E
altura das arvores da colegdo de germoplasma “Addison O'Neil”, Belém, Para, Brasil, em
barras negras, N=206.

b) Estudos fenologicos:

A tabela 1 mostra o numero de arvores observadas com flores, nas duas areas
estudadas, durante os doze meses de observagdo. Na CGAON o maior numero de arvores
com flores foi encontrado nos meses de agosto e setembro, coincidindo com os meses de
menor precipitacdo, acima de 100mm, e maior temperatura, 27° C (Figura 7). Na ECFPn o
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maior numero de arvores com flores ocorreu também nos meses de agosto e setembro que
coincidiu com o indice de menor precipitagdo e maior temperatura (Figura 8).

Tabela 1: Numero de arvores de cacaui com flores, obtidas em 10 arvores acompanhadas ao
longo de um ano de observagéo, na ECFPn e na CGAON.

jan. |fev. \mar. (abr. |maio |jun. |jul. |ago. |se7. ouT. |nov. |dez.
ECFPn 0 2 1 2 0 0 3 7 6 2 1 2
CGAON 2 0 0 3 3 6 10 9 7 3 1
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Figura 8: Variacdo média mensal da precipitagdo (linha) e da temperatura (em barras) da
Estagdo Cientifica Ferreira Penna, Caxiuan3, Melgaco-Pa. Em cinza os meses onde foram
observadas flores entre as 10 arvores acompanhadas no estudo fenoldgico.
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Com base na moda 2 das notas atribuidas a cada fenofase, a mudanca na foliagio das
arvores de cacaui observadas na ECFPn, ocorreu nos meses de abril e outubro. Na CGAON
nos meses de setembro, outubro e dezembro. A floragdo ocorreu nos meses de novembro e
dezembro na ECFPn e de agosto a outubro na CGAON. Neste ultimo a frutificagdo foi
observada nos meses de fevereiro e novembro. Na ECFPn, nas dez arvores estudadas, ndo foi
detectado qualquer fruto (Tabela 2). Porém observou-se frutos em uma arvore de cacaui que
ndo foi utilizada para acompanhamento fenolégico, em novembro de 2002.

Tabela 2: Indicagio das fenofases de cacaui, obtidas em 10 arvores acompanhadas, ao longo
de um ano de observacdo, com base na moda das notas atribuidas a cada fenofase. Verde
representa as fenofase na ECFPn e em cinza na CGAON.

Jan. | Fev. | Mar. | Abr. | Mai. | Jun. | Jul. | Ago. | Set. | Out. | Nov. | Dez.
Foliacdo * # *# #
Floracéo # # # *
Frutificacéo # # -

Notas superiores a 2
# Colegdo de germoplasma "Addison O’Neil”
* Estacdo Cientifica Ferreira Penna

2- Caracterizacio da guilda de visitantes das flores de cacaui:

a) Identificacdo e acompanhamento dos visitante das flores de cacaui:

As flores de cacaui foram visitadas por uma grande diversidade de animais
invertebrados, predominantemente insetos. Os insetos presentes nas flores de cacaui foram
classificadas de acordo com a utilizagdo do recurso em: polinizadores, predadores e
oportunistas (Tabela 3). Foi considerado polinizador aquele que buscou recurso alimentar nas
flores nos horarios de maior receptividade da mesma e que percorreu as partes masculinas e
femininas da flor, sempre num mesmo ritual de visita (androceu depois gineceu), como no
caso dos drosofilideos e forideos. Foi considerado oportunista, os individuos que utilizaram
outras partes da flor (sépala e pétala) como recurso alimentar. Os predadores foram aqueles
que visitaram a flor com o objetivo de consumir outros organismos ali presentes, alguns
aracnideos, coledpteros e himendpteros.

Tabela 3: Classificacdo do comportamento dos visitantes das flores de cacaui.

Comportamento
Familias Polinizador Predador Oportunista
Phoridae X
Drosophilidae X
Cecidomyiidae
Psychodidae

. Curculionidae

Nitidulidae
Staphylinidae X
Vespidae X
Apidae
Formicidade
Thripidae
Araneae X

X X[ XX

XXX} X
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A tabela 4 mostra, nos trés meses estudados, as classes, ordens e familias dos
individuos visitantes das flores de cacaui da CGAON, com base na observagdo de 12 arvores
em quatro visitas a campo, totalizando 96 horas em todo o periodo estudado. Foram
coletados 1084 individuos de 19 familias, a ordem Diptera foi a mais representativa com o
maior numero de familias, pelo menos 6 identificadas. Dentre estas as familias Cecidomyiidae
e Drosophilidae foram as mais abundantes. Hymenoptera e Coleoptera foram as ordens
subsequentemente representadas por, pelo menos, 3 e 4 familias identificadas
respectivamente. Considerando-se todas as familias observadas, aquelas representadas com
maior namero de individuos foram: Formicidae e Thripidae.

A tabela 5 representa os invertebrados visitantes das flores de cacaui da ECFPn. Estes
dados foram obtidos utilizando duas arvores no ano de 2000, uma arvore em 2001 e uma em
2002, totalizando 41 horas de observagdo. As ordens mais representativas foram:
Hymenoptera e Diptera. Phoridae foi a familia mais abundante da ordem Diptera, com 89
mdividuos. Entre os himenopteros a familia Formicidae foi a melhor representada, com 102
individuos. 38% dos visitantes das flores de cacaui foram da familia Vespidae, 24% da familia
Formicidae € 43% da familia Phoridae, nos anos de 2000, 2001 e 2002, respectivamente.

Tabela 4: Nimero de individuos coletados das diferentes classes, ordens e familias coletados
visitando as flores de cacaui (7. speciosum) da CGAON, nos meses de jutho a setembro de
2001.

Classe Ordem Familia julho Agosto Setembro Total
Coleoptera 6 10 2 18
Curculionidae 3 8 1 10
Escarabeidae 1 1
Nitidulidae 2 3 5
Staphylinidae 1 1
Qutros 1 1
Collembola | 2 2
Dictyoptera |Blattidae 3 1 4
Diptera 39 53 68 160
Cecidomyiidae i 31 33 75
Ceratopogonidae 2 2
Drosophilidae 18 8 28 54
Lauxanidae 1 1
Insecta Micropezidae 1 1
Phoridae 1 1 2
Qutros 9 10 6 25
Hemiptera 4 2 6
Hymenoptera 9 361 292 662
Apidae 3 2 5
Formicidae 7 350 284 641
Vespidae 1 4 5
outros 2 7 2 11
Lepdoptera 1 ' 1
Ortoptera Plasmatidae 2 2
Thysanoptera|Thripidae 2 77 137 216
Insecta T 56 513 502 1071
Total
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Tabela 4: Numero de individuos coletados das diferentes classes, ordens e familias coletados
visitando as flores de cacaui (7. speciosum) da CGAON, nos meses de julho a setembro de
2001 (continuagdo).

Araneae 1 4 1 6
Araneidae 1 1
Salticidae 1 1
Thomisidae 1 1

outros 1 2 3

Opiliones 4 4
Chilopoda 1 1
Diplopoda 1 1
outros 1 1

Total 1 10 2 13

Total Geral 57 523 504 1084

Tabela 5: Numero de individuos coletados das diferentes classes, ordens e familias visitantes
das flores de cacaui (7. speciosum) da ECFPn, nos meses de julho e dezembro de 2000 a

2002.
Classe ordem Familia ano
Total
2000 2001 2002
dezembro { dezembro julho
Coleoptera 4 12 15 31
Curculionidae 4 12 16
Nitidulidae 2 2 4
Staphylinidae 6 1 7
outros 4 4
Diptera 82 24 95 201
Cecidomyiidae 38 7 45
Drosophilidae 32 6 2 40
Phoridae 4 85 89
- Insecta outros 8 11 8 27
Hemiptera 4 5
Dictyopharidae 1 1
Hymenoptera 104 17 84 205
Apidae 5 5
Braconidae 3 3
Formicidae 19 16 67 102
Vespidae 74 1 75
outros 6 14 20
Lepdoptera 1 1
. Thysanoptera |Thripidae ' 8 1 9
Insecta Total 190 65 197 452
Araneae Thomisidae 1 1
Total Geral 190 65 198 453
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Tabela 6: Abundancia dos répresentantes das ordens e familias de visitantes das flores de cacaui da colegio de germoplasma “Addison O'Neil”,
nos meses de julho a setembro de 2001,

Ordem Familia 0:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00 23:00|Total
Curculionidae 1 1 2 1 2 1 1 1 10
Escarabeidae 1 1
Nitidulidae 2 1 1 1 5
Coleoptera Staphylinidae ’ 1 1
Outros 1 1
Total 1 2 1 1 2 2 2 1 2 1 1 2 18
Collembola 1 1 2
Dictioptera Blattidae 1 2 1 4
Cecidomylidae 12 1 8 7 3 1 1 1 2 2 4 3 5 3 14 3 2 2 1 75
Ceratopogonidae 1 1 2
Drosophilidae 1 5 20 6 7 1 7 7 54
Lauxanidae 1 1
Diptera Micropezidae 1 1
Phoridae 1 1 2
Outros 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 4 5 2 1 25
Total 112 1 9 8 6 23 8 10 3 2 2 2 3 6 14 15 19 5 4 2 1 160
Hemiptera 1 1 1 2 1 6
Apidae 1 3 1 5
Formicidae 28 24 34 14 15 9 11 20 25 37 49 67 27 41 36 41 38 29 9 26 16 15 7 14 | 641
Hymenoptera [Vespidae 1 1 1 1 1 5
Outros 1 1 1 4 1 2 1 11
Total 28 24 34 14 16 9 11 29 25 38 51 74 28 4 37 43 38 30 10 27 16 16 7 14 | 662
Lepdoptera 1 1
Ortoptera Plasmatidae 1 1 2
Thysanoptera | Thripidae 16 13 7 2 3 1 1 5 7 7 16 29 23 6 14 29 12 13 2 10 216
Outros 1 1
Insecta Total - 58 27 56 29 19 14 19 55 38 56 65 94 59 71 49 65 73 57 39 52 32 20 10 15 |1072
Araneidae 1 1
Salticidae 1 1
Araneae Thomisidae 1 1
‘|Outros 1 1 1 3
Total 1 1 1 1 1 1 6
Opiliones 2 2 4
Outros 1 ' 1 2
Total Geral 58 27 56 29 19 14 20 56 38 &6 65 95 59 71 50 66 74 58 39 55 32 20 12 15 1084
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Tabela 7: Abundéncia dos representantes das ordens e familias de visitantes das flores de cacaui da Estagdo Cientifica Ferreira Penna, nos meses
de julho e dezembro dos anos de 2000, 2001 e 2002.

Ordem Familia 0:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00 23:00| Total
Coleoptera Curculionidae 1 5 1 2 3 2 16
Nitidulidae 2 1 4
Staphylinidae 3 1 1 7
Outros 1 4
Total 1 3 g 3 1 1 i2 4 2 2 3
Diptera Cecidomyiidae 25 ) “ 2 3 8 145
Drosophilidae 1 6 7 2 3 1 7 4 1 40
Phoridae 1 6 8 11 7 3 7 13 15 5 8 89
Outros 4 4 4 1 1 1 1 1 2 27
Total 27 6 9 7 11 16 15 8 4 8 14 16 8 17 4 5 9 201
Hemiptera 1 1 2 5
Dictyopharidae 1 1
Hymenoptera Apidae 2 1 5
Braconidae 1 1 3
Formicidae 6 14 11 5 9 17 2 H 4 4 2 1 3 3 102
Vespidae 10 30 15 1 1 2 3 9 75
Outros 5 6 1 3 1 1 1 20
Total 16 46 27 § 15 24 4 14 5 4 5 5 13 3 205
Lepdoptera 1 1
Thysanoptera Thripidae 1 4 2 1 1 9
Iinsecta Total
Aracnidae Thomisidae 1 1
Aracnidae Total 1
Total Geral 44 53 36 15 28 50 25 26 10 14 25 23 23 20 4 § 9 453




b) Periodo de atividade dos visitantes das flores de cacaui:

Foram observados insetos ao longo de todo o dia, na CGAON quatro familias
apresentaram maior concentragdo de individuos em horarios especificos, estas foram:
Phoridae, Apidae, Nitidulidae e Drosophilidae, as duas primeiras nunca representaram mais
do que 3% do total de insetos visitantes naqueles horarios. Drosophilidae apresentou pico de
abundancia as 7:00, quando chegou a representar 36% de todos os insetos visitantes neste
horéario (Tabela 6).

Na ECFPn no ano de 2000 as familias Drosophilidae e Phoridae apresentaram picos
de visitagdo pela manhd e a tarde. No ano de 2001, as familias Drosophilidae e Staphylinidae
apresentaram maior visitagdo as 10 e 11 horas, respectivamente. No ano de 2002 a familia
Phoridae foi a mais representativa, chegando a alcangar 78% dos visitantes as 12 e 16 horas
(Tabela 7).

¢) Comportamento dos drosofilideos e forideos na visitacdo das flores de cacaui ao
longo de um perfodo diério:

A familia Drosophilidae apresentou-se bastante diversificada, varios morfotipos foram
identificados e pelo menos uma nova espécie (ver anexo 1 e 2) foi encontrada visitando as
flores de cacaui. Cinco espécies de drosofilideos: Drosophila coffeata; D. medioestriata; D.
nebulosa; D. neocardini e D. speciosa sp n., trés grupos: Saltans (M00018 e M00020),
Tripuntata (M00019) e Guarani (M00021) e 14 espécies ndo determinadas, foram
encontrados visitando as flores de cacaui da ECFPn (Figura 9). E na CGAON foram
coletadas: Drosophila ananassae; D. nebulosa; D. polymorpha e D. speciosa sp. n., dois
grupos: Saltans (M00018) e Bromeliae (A01001), uma espécie do género Leucophenga
(A01002) e duas outras ndo i1dentificadas (Figura 10).

A espécie Drosophila speciosa sp. n foi a mais abundante na CGAON, mas néo
apresentou a mesma abunddncia na ECFPn, porém em ambos locais notou-se a maior
concentracdo de sua visitagdo pela manha.

Na ECFPn, 3 espécies de forideos foram identificados visitando as flores de cacaui:
- Dohrniphora sp.; Megaselia sp.; Pseudohypocera kerteszi (Figura 11). E somente uma
espécie, a P. kerfeszi, foi encontrada na CGAON (Figura 12). Os representantes destas
familias apresentaram picos de visitacdo pela manhi e tarde nas duas areas estudadas.
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Figura 9: Abundincia de drosofilideos visitando as flores de cacaui da ECFPn, ao longo de
um periodo diario, nos meses de julho e dezembro de 2000, 2001 e 2002
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Figura 10: Abundancia de drosofilideos visitando as flores de cacaui da CGAON, ao
de um periodo diario, nos meses de julho e setembro de 2001.
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Figura 11: Abundancia de forideos visitando as flores de cacaui da ECFPn, ao longo de um
periodo diario, nos meses de julho e dezembro de 2000, 2001 e 2002
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Figura 12: Abundancia de forideos visitando as flores de cacaui da CGAON, ao longo de um
“periodo diario, nos meses de julho e setembro de 2001.

Na CGAON de julho a setembro de 2002, coletou-se, das 8 as 11 h, horario em que
as flores de cacaui apresentam maior receptividade, 75 drosofilideos e 4 forideos, todos eles
visitaram o androceu e o gineceu da flor, nesta ordem (Tabela 8).
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Tabela 8: Numero de individuos de Drosophilidae e Phoridae visitando as. flores de cacaui
nos horéario de maior receptividade destas flores. Provenientes da colegdo de germoplasma
“Addison O'Neil”, em coletas realizadas de julho a setembro de 2002.

Familia Espécie 8:00 9:00 10:00 11:00
TOTAL
Drosophilidae AQ2007 1 1
1 1
D. ananassae
1 1 2
D. malerkotliana
1 3 2 6
D. polymorpha
D. speciosa spn 9 32 24 65
Drosophilidae Total 11 36 28 75
Phoridae Pseudohypocera 3 1 4
Kerteszi
Phoridae Total 3 1 4
Total 11 39 29 79

A figura 13 mostra a abundincia dos individuos de Drosophilidae e Phoridae,
coletados neste trabalho na CGAON, comparadas com os horarios de maior receptividade
das flores de cacaui ao longo de um periodo diario de acordo com as curvas de receptividade
das flores de cacaui produzidas com base nos dados de Souza e Venturieri, 1998. Esta
receptividade foi medida pela contagem das bolhas formadas na soluciio de Perdxido de
Hidrogénio (H;0-) devido a liberagdo de Oxigénio nesta solugdo, e pela visualizagdo da
quantidade de exsudato nos bragos estigmaticos. As maiores abundancias em ambas familias
coincide com o de maior receptividade floral, sendo que os drosofilideos foram mais
representativos, chegando a 85 individuos no horario das 6 da manha.
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Figura 13: Numero de individuos de Drosf‘g)p}nhdae (barras claras) e Phoridae (barras
negras) nas flores de cacaui e as curvas de receptividade destas flores ao longo de um



periodo diario com base nos dados de Souza & Venturieri, 1998, da cole¢do de
germoplasma “Addison O'Neil”. Em linhas continuas a média da reagdo da peroxidase e em
linhas pontilhadas a média de produgio de exsudato.

d) Carreamento de pdlen pelos drosofilideos e forideos:

Os individuos de ambas familias apresentaram padrdes de visitagdo e comportamento
de polinizagdo nas flores de cacaui coincidindo com os horario de maior receptividade destas
flores. Uma espécie de drosofila, D. speciosa sp. n. e uma espécie de forideo, P. kerfeszi
foram observados atentamente sob microscopia de varredura, em cada parte do corpo fot
averiguado a presenga ou auséncia de graos de polen. Foram detectados grios de pélen de 7.
speciosum no mesonoto e nas pernas das duas espécies, sendo que em P. kerteszi também foi
encontrado polen de outras espécies de planta nas pernas anteriores, entre as cerdas. A figura
14 mostra a presenga destes graos no corpo destes insetos.
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Figura 14: Grios de polen de 7. speciosum distribuidos no corpo dos insetos. a)
Drosophila speciosa sp. n., grios de pdlen no mesonoto; b) Polen no escutelo de D.
speciosa sp. 1n.; ¢) Polen nas pemas de D. speciosa sp: 1:; d) P. kerteszi, grios de polen no
mesonoto; €) Pdlen nas pernas de P. kerteszi; e f) Pdlen de outra espécie de planta na perna
de P. kerteszi. : : '

e) Avaliagdo da diversidade e similaridade entf& 45 guildas de drosofilideos nas duas
areas de preservagdo: o

A maior diversidade dos drosofilideos visitantes das flores de cacaui foi encontrada na
ECFPn onde em apenas 4 arvores acompanhadas por 5 dias totalizando 40 horas de
observagdo, obteve-se 40 individuos de 23 espécies (5 determinadas). Enquanto que na
CGAON 129 individuos de 9 espécies (5 determinadas) foram coletados em 12 arvores em
96 horas.
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O indice de Shannon calculado foi de H'= 1,2 pata colegdo de germoplasma “Addison
O'Neil” e H'= 2,8 para ECFPn. A similaridade faunistica entre os drosofilideos das duas
areas estudadas foi de 0,13% de acordo com o indice de Jaccard. Que refletiu a existéncia de
apenas quatro espécies comum as duas areas: D. speciosa sp. n, D. nebulosa, ¢ morfotipos
MO00025 e M00018.

A guilda da ECFPn foi composta em sua thaioria por espécies que apresentam
caracteristicas morfologicas provavelmente adaptativas ao uso de flores como: pilosidade e
presenga de cerdas modificadas nas placas do ovipositor. Enquanto que as espécies da
CGAON sdo predominantemente saprofitas.

f) Comportamento de polinizagdo:
Os insetos da familia Drosophilidae e Phoridae além de visitarem as flores de cacauli,

no horario de maior receptividade floral, carrearem poélen em seus corpos, também
apresentaram comportamento caracteristicos de polinizadores. O tamanho destes insetos
propiciou melhor movimentagdo no aparato floral permitindo que os mesmos pudessem
visitar os 6rgdos reprodutivos da flor de cacaui. Estes individuos ao primeiro contato com a
flor pousavam na ligula, passavam para cogula, aonde fica localizado o androceu (circuito 1,
figura 15), e posteriormente se direcionavam para o gineceu encostando o dorso coberto de
grios de polen nos bragos estigmaticos (circuito 2, figura 15). Observou-se que estes insetos
se encaminhavam até a base do ovario, permitindo maior permanéncia dos mesmos no
gineceu, possibilitando o desprendimento dos gridos de polen no estigma. Estes individuos
foram encontrados alimentando-se de substincias na base da cogula. Alguns drosofilideos
também foram observados copulando nas flores de cacauii:

Figura 15: Flor de Theobroma speciosum e diagrama floral apresentando o caminho
percorrido pelos insetos. a: ligula; b: estaminodios; ¢: gifiecéu (bragos estigmaticos e ovario);
d: cogula; e: androceu (anteras). Circuito 1, visita ao androceu. Circuito 2, visita ao gineceu.
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g) Uso dos recursos florais de cacaui (. speciosum) pelos insetos:

g.1) Identificac@o dos invertebrados presentes nas flores:

Na CGAON a maioria dos invertebrados retirados de dentro das flores foram
representantes das familias Formicidae (70,6 %), Curculionidae (12,2%) e Thripidae (8,6%),
os outros invertebrados foram pouco representados. Na ECFPn a familia Formicidae também
foi a melhor representada (64,71%), sendo que entre os coledpteros a familia Staphylinidae
foi a mais abundante, seguidas de nitidulideos (5,7%), para os demais a freqiéncia ndo
chegou a 1% dos animais nestas flores (Tabela 9 e 10).

Tabela 9: Invertebrados retirados em laboratorio, provenientes das flores de cacaui da
CGAON. N=1335.

Ordens
FAMILIAS FREQUENCIA
Curculionidae 12,2
2,0
NITIDULIDAE
Staphylinidae 0,8
Coleoptera 15,0
Collembola 0,1
Dermaptera 0,1
Dictyoptera Blattidae 0,2
Drosophilidae 0,9
Outros 0,5
Diptera 14
Endriophthaima 0,2
Hemiptera ' 0,5
Formicidae 70,6
Outros 2,8
Hymenoptera 73,4
Thysanoptera Thripidae 8,6
0,2
SALTICIDAE
0,3
SCYTODIDAE
Thomisidae 0,1
Araneae 0,5
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Tabela 10: Invertebrados retirados em laboratério, provenientes das flores de cacaui da
ECFPn. N=562

Ordens
Familias Frequéncia
Curculionidae 1,43
Nitidulidae 5,70
Staphylinidae 8,02
Qutros 0,36
Coleoptera 15,51
Collembola Entomobrydae 0,36
Cecidomyiidae 0,89
Drosophilidae 0,89
Phoridae 0,18
OQutros 0,18
Diptera 2,14
Hemiptera 3,03
Formicidae 64,71
Outros 0,18
Hymenoptera 64,38
Thysanoptera Thripidae 13,73
Araneae Ctenidae 0,18
Endriophthalma 0,18

g.2) Observacio da emergéncia dos insetos adultos em flores de cacaui:

Na CGAON foram coletadas 16751 flores, 25,67% (4300 flores) deste total
produziram insetos. 950 individuos a particr de flores vivas e 1641 de flores em
decomposigéo.

A ordem Diptera foi a melhor representada, com 1282 individuos da familia
Psychodidae que somente emergiram a partir de flores em decomposi¢@o. Os 623 individuos
da familia Cecidomyiidae emergiram na maioria em flores vivas e¢ os 551 drosofilideos,
distribuiram-se da seguinte maneira: 317 de flores vivas e 240 de flores em decomposi¢do
(Tabela 11). As espécies de drosofilideos emergentes das flores vivas foram D. speciosa sp. n
e um individuo de D. malerkotliana e nas flores em decomposi¢io as espécies [
melanogaster e D. polymorpha, sendo que D. speciosa sp. n também foi encontrada
emergindo de flores em decomposi¢do. Os resultados de emergéncia a partir de flores da
ECFPn foram menos representativos do que na CGAON, provavelmente em fun¢do das
dificuldades encontradas de manipulac@o e transporte do material.

Na ECFPn obtiveram-se 354 individuos emergentes a partir de 1477 flores, do total
. de 3729 coletadas, a ordem Coleoptera foi a mais numerosa, com 312 individuos, a maioria
oriundos de flores vivas, a familia Curculionidae correspondeu a 89% dos individuos
emergentes. Na ordem Diptera a familia Drosophilidae correspondeu a 21% dos individuos
emergentes, representados por 4 individuos de D. speciosa sp. n emergidos tanto de flores
vivas quanto em decomposi¢io (Tabela 12).
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Tabela 11: Insetos emergentes das flores de cacaui, provenientes da cole¢fo de germoplasma

“Addison O'Neil”.
2000 2001 2002 Total
Ordem Familia flor Flor em total | Flor flor em total | flor Flor em total
viva Decomposigdo Viva decomposicido viva decomposicdo
Coleoptera Nitidulidae 1 1 1 14 15 1 2 3 19
Outros 1 1 1
Staphylinidae 1 1 2 2 9 11 13
Total 1 2 3 3 24 27 1. 2 3 33
Diptera Cecidomyiidae | 226 13 239 | 261 4 265 | 95 26 121 625
Ceratopogonidae 1 1 1
Drosophilidae 73 136 209 | 198 95 293 | 46 9 55 557
Outros 1 19 20 5 14 18 2 2 41
Phoridae 3 3 3
Psychodidae 1276 1276 8 6 1282
Total 294 1442 1736 465 122 587 | 141 37 178 2501
Hymenoptera S 3 8 | 28 28 36
Lepdoptera 8 7 15 2 2 4 4 21
Total Geral 308 1454 1762| 496 148 644 | 146 39 185 2591

Tabela 12: Insetos emergentes das flores de cacaui, provenientes da Estacfio Cientifica

Ferreira Penna.

2001 2002 Total
Ordem familia flor viva Flor em total | flor viva Flor em total
decomposicao decomposigio

Coleoptera Curculienidae 60 38 98 198 5 203 301
Nitidulidae 7 7 7

Staphyiinidae 4 4 4

Total 64 38 102 198 12 210 | 312
Diptera Cecidomyiidae 1 1 1
Drosophilidae 2 2 2 2 4

outros 6 7 13 1 1 14

Total 6 9 15 3 1 4 19
Hymenoptera 1 1 1
Lepdoptera 3 3 3

Total Geral 74 47 121 201 13 214 | 335

g.3) Tempo de emergéncia dos insetos no laboratério:

A tabela 13 apresenta o tempo de desenvolvimento em laboratorio, para os diversos
grupos emergentes das flores de 7. speciosum provenientes da CGAON e da ECFPn.

Na ECFPn os representantes da familia Curculionidae levaram até 23 dias para
completar seu desenvolvimento, seguidos da familia Nitidulidae com até 22 dias. Na familia
Cecidomyiidae e Staphylinidae somente um individuo emergiu-das flores de cacaui, com 23 ¢
16 dias respectivamente. Drosophila speciosa sp. n foi a Unica espécie de drosofilideos que
emergiu das flores de cacaui, com no maximo 12 dias de desenvolvimento.

Nas flores de cacaui da CGAON os individuos da familia Cecidomyiidae apresentaram
maior tempo de desenvolvimento, com até 32 dias, posteriormente as familias Staphylinidae e
Psychodidae, com tempo de desenvolvimento de 18 e 13 dias, respectivamente. Trés
espécimes da familia Phoridae, Megaselia sp., levaram 11 dias para se desenvolverem nestas
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flores. Na familia Drosophilidae as espécies Drosophila malerkotliana e D. melanogaster
desenvolveram-se com até 10 dias; a maioria dos individuos de D. speciosa sp. n. teve seu
tempo de emergéncia variando entre 8 e 10 dias e somente dois individuos desenvolveram-se
com 25 dias. Os demais drosofilideos emergiram com até 13 dias de laboratorio.

Tabela 13: Tempo minimo e méaximo de emergéncia dos insetos, provenientes da ECFPn e
colecdo de germoplasma “Addison O Neil”, contadas a partir do dia da coleta das flores até o
dia da Gltima emergéncia.

Familias espécies ECFPn [Colec&o de germoplasma
Cecidomyiidae 23 2-32
Ceratopogonidae - 12
Drosophila speciosa sp. n. 9-12 6-25
D. malerkotiiana 10
D. melanogaster 10
D. polymorpha 7-8
Drosophilidae A02001 10-12
A02003 11-12
A02004 12-13
A02005 8-12
A02006 8
Phoridae - 11
Psychodidae - 6-13
Nitidulidae 15-22 7-11
Curculionidae 16-23 -
Staphyiinidae 16 10-18

g.4) Acompanhamento da emergéncia dos insetos adultos em flores de cacaui separadas
por categoria floral:

A emergéncia dos insetos a partir das flores separadas por categoria floral estdo
apresentadas na tabela 14. A maioria destes insetos, em ambas areas de estudo, originaram-se
dos botdes. Em flores novas houve menor nimero de individuos que emergiram das flores da
ECFPn em relagfo a outra area estudada.

Na CGAON, os drosofilideos foram observados originando-se predominantemente de
flores novas, 302 individuos, sendo 245 de Drosophila speciosa sp. n. Os insetos da familia
Cecidomyiidae predominaram nos botdes, 371 individuos e os forideos emergiram de flores
velhas, 3 individuos, todos Megaselia sp.; 26 coledpteros e 7 lepddpteros completam a lista
dos emergentes das flores veihas e a maioria dos himendpteros emergiram dos botdes (Tabela
15).

Na ECFPn a maioria dos individuos que emergiram das flores de cacaui foram
representantes da ordem Coleoptera, seguidos da ordem Diptera. A categoria floral botédo foi
-a que apresentou maior namero de individuos emergentes (255 curculionideos). Dois
individuos da espécie D. speciosa sp. n. foram encontrados, um emergindo dos botdes e um
de flores novas (Tabela 16).
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Tabela 14: Estimativas do nimero de individuos emergentes por cada 100 umdades florais
das diferentes categorias florais de 7. speciosum, provenientes da CGAON e ECFPn.
Considerando-se o conjunto dos emergentes.

Categoria floral

individuos emergentes

Colecdo de germoplasma ECFPn
Botao 48,85 42,90
Flor nova 19,24 4,09
Flor velha 21,30 19,18

Tabela 15: Estimativa do nimero de individuos emergentes por cada 100 unidades florais
das diferentes categorias florais de 7. speciosum, provenientes da CGAON. Considerando-se

cada taxon.
Ordem Familia espécie Botdo Filornova Flor velha
(n=825} (n=1720) (n=1080)
Coleoptera 0,29 2,41
Nitidulidae 0,12 1,48
Outros 0,09
Staphylinidae 0,17 0,83
Diptera 45,33 18,66 18,24
Cecidomyiidae 44 97 0,76 3,15
Ceratopogonidae 0,06
Drosophilidae A02001 0,12 0,09
A02003 0,18
A02004 0,12
A02005 0,086 0,09
0,36 17,15 12,13
Drosophila speciosa sp n
0,08
Drosophilta malerkotliana
Drosophila polymorpha 0,09
Phoridae Megaseiia sp. 0,28
Psychodidae 0,56
Qutros 0,29 1,57
Hymenoptera 3,52
Lepdoptera 0,29 0,65
48,85 19,24 21,30

Total Geral
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Tabela 16: Estimativa do nimero de individuos emergentes por cada 100 unidades florais
das diferentes categorias florais de 7. speciosum, provenientes da ECFPn. Considerando-se
cada taxon.

Ordem Familia Espécie Botdo flornova flor velha
{(n=620) (n=220) {n=245)

Coleoptera 41,77 1,36 17,55
Curculionidae 4113 1,36 17,55
Staphylinidae v 0,65

Diptera 0,81 1,82 1,63
Cecidomyiidae 0,45
Drosophilidae Drosophila speciosa sp n 0,16 0,45
Qutros 0,65 0,90 1,63

Hymenoptera _ 0,16

Lepdoptera 0,16 0,90

Total Geral 42,90 4,09 19,18
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IV. DISCUSSAO

1 — Conservacao de Theobroma speciosum (cacaui):

O género Theobroma ¢é considerado como de origem neotropical, com dispersio
natural em florestas imidas estendendo-se da bacia Amazonica até o Sul do México entre as
Latitudes 18° N e 15° S. Theobroma speciosum distribui-se desde o estado do Maranh@o até
Cururupu no Acre e Madre de Dios no oeste da Bolivia e Ucayale River no Peru
(Cuatrecasas, 1964). ‘

Para Ducke (1953), todos os “cacaueiros" (incluindo todas as espécies amazdnicas
de Theobroma e mais H. mariae e H. camargoana) fazem parte do sub-bosque da mata
pluvial, das terras ndo inundaveis (terra firme) ou periodicamente inundéaveis pelas cheias de
rios e lagos (varzea) onde ocupam de preferéncia a parte raramente ou pouco alagavel
(restinga). Na "terra firme", a maioria prefere margens de riacho e outros lugares umidos,
entretanto, 7. speciosum e 1. sylvestre habitam terras relativamente secas. Nenhuma espécie
¢ encontrada em "campos" naturais (savana) ou nas campinas arenosas com humus preto
dispersos na floresta, nem na "caatinga amazdnica” (mata que ocorre na margem do Rio
Negro). Segundo Almeida et al (1993) espécies de sub-bosque tem condi¢Ses de baixa
luminosidade o que reduz sensivelmente a sua densidade.

Todas as espécies amazdnicas do género Theobroma produzem frutos comestiveis,
cujas polpas sdo usadas no fabrico de sucos, sorvetes, geléias, doces e licores (Venturiert,
1994). O cacau (7. cacao) € que tem atualmente maior expressdo econdmica, por ser a base
da induastria chocolateira. No entanto 7. speciosum (cacaui) podera contribuir para o sustento
desta industria chocolateira por ter sementes que também podem ser usadas para fabricag¢do
de chocolate (ainda que de qualidade inferior). Portanto o conhecimento da biologia
reprodutiva desta espécie poderd contribuir para experimentos direcionados a formacio de
hibridos capazes de produzir mais sementes ou ao menos maior resisténcia a doengas, que
hoje tem diminuido as planta¢des de cacau.

Q cacaui € uma planta auto-incompativel (Souza & Venturieri, 1998) possui flores
hermafroditas agrupadas em buquet florais, constituidas de botSes, flores novas e velhas,
estas flores apresentam disposicdes variadas. Em média cada buquet contém 250 flores
(Cuatrecasas, 1964). O agrupamento de muitas flores pode ser considerado um aspecto
evolutivo para compensar o tamanho individual de cada flor, otimizando a competi¢do dos
polinizadores por flores mais vistosas e coloridas. A freqiiéncia em que ocorrem essas
espécies hermafroditas na floresta tropical, parece estar relacionada com um sistema floral
propicio para sua sobrevivéncia (Almeida et al, 1993).

As flores de cacaui apresentam mudangas na coloragido de suas estruturas florais ac
longo do dia, pela manhd quando as flores completam sua abertura apresentam pétalas e
sépalas com tons de vermelho mais intenso e conforme as flores envethecem esta coloragdo
tende a escurecer. O odor caracteristico de limdo € percebido com mais intensidade no
‘horério das 10 horas da manhd (Cuatrecasas, 1964; Souza & Venturieri, 1998). Estas
caracteristicas servem como atrativo para variados grupos de invertebrados, que visitam as
flores no horédrio em que as mesmas estdo mais receptivas e acabam atraindo além dos
polinizadores outros invertebrados que ndo estfio relacionados com a poliniza¢do. Por outro
tado o aglomerado de flores destas inflorescéncias também funciona como abrigo, o que pode
explicar a presencga de grupos como quildopodos e diplopodos.

Se por um lado h4 uma grande variedade de organismos freqiientando estas flores por
outro ha mecanismos seletivos especificos que servem como atrativo para seus polinizadores,
como os nectarios florais que se encontram na base da cogula (pélata modificada) (Young,
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1984), esta estrutura protege as anteras € somente pequenos insetos conseguem penetrar €
acabam ficando sujos de grdos de polen. Além disto existem barreiras fisicas entre o gineceu
e androceu que impedem outros visitantes de percorrerem estas estruturas, Endress (1994)
classificou este tipo floral como flor armadilha.

Flores de cacaui podem estar intrinsecamente relacionadas com as espécies de
drosofilideos e forideos, pois estas flores atraem insetos pelo odor caracteristico de suas
flores além de apresentar barreiras fisicas de modo que somente estes dois grupos de insetos
conseguem percorrem ambas as partes, o que € essencial para efetivar a polinizagdo. Esse
tipo de estrutura floral € um indicativo de que ha uma associagfo especializada no processo
de polinizagdo que somente os insetos capazes de entrar e sair desta estrutura é que poderdo
ser capazes de efetivar a polinizacao. '

Comparando-se as popula¢Oes das duas areas de estudo, as arvores de cacaui nio
diferiram em altura, mas em didmetro, provavelmente por que estas arvores num sistema
natural disputam nutrientes com outras espécies de plantas, enquanto que em sistemas
artificiais 0 homem se encarrega desta nutrigdo, através de adubos, maior irradia¢do solar e
podas frequentes. Propiciando desta forma maior produgdo de flores e frutos, o que é de se
esperar de uma plantagio, principalmente aquelas de importincia econdmica.

Na area de plantagio, assim como em ambiente natural a flora¢do de cacaui ocorreu
nos meses de menor pluviosidade e temperatura varidvel de 20° a 28° C. A frutificagio so foi
observada na CGAON, ocorrendo nos meses de maior pluviosidade, o que ja era esperado,
visto que o padrio de sazonalidade em florestas tropicais interfere na fenologia de florag@o ¢
frutificagdo da planta (O'Brien 1993 apud Pires-O'Brien 1994). O fato de ndo terem sido
observados frutos na ECFPn se da provavelmente devido a atuacdo de dispersores, visto que
esta planta permanece com seus frutos fixos no caule até o apodrecimento, caso estes nao
sejam retirados por dispersores, e foi exatamente o que aconteceu na CGAON, todos os
frutos de cacaul observados durante os 12 meses de acompanhamento fenologico
permaneceram na planta até€ o apodrecimento dos mesmos.

Os dados deste trabalho mostram que as populagdes de 1. speciosum diferem nas
duas areas estudadas, quanto a dados de freqiiéncia de jovens e adultos e dispersdo dos
frutos, o que pode estar relacionado com a nutrigdo do solo e a presenga de outros animais
em areas naturais.

As arvores de cacaui foram observadas na Estacdio Cientifica Ferretra Penna com
distribuicdo espacial do tipo agregada, na escala avaliada. Baseado nos valores de didmetro
do caule e altura da planta podemos dizer que as arvores jovens formam este agregado,
provavelmente por causa de animais que retiram o fruto para alimento e assim conseguem
fazer a dispersdo das sementes bem proximas da arvore adulta. Em 7. cacao essa dispersdo
pode ocorrer por meio de duas espécies de macacos, o macaco prego (Cebus apella) que
conduz mais frutos do que come, promovendo desta forma a colonizagdo em outros habitats
e o Saimiri sciureus, que comumente se alimenta no proprio local (Bates, 1979 apud
Almeida, 1996). Os dispersores de cacaui ndo sdo conhecidos. Em plantagdes, se o sistema
‘de preservagdo ndo for eficaz ndo poderemos observar esta distribui¢go, devido & auséncia ou
baixa frequiéncia deste dispersores, como no caso da area da CGAON quando todos os
individuos presentes foram adultos. Esta auséncia de jovens de 7. speciosum na area de
preservagio ex situ demonstra naturalmente o comprometimento do futuro desta populagéo.

Na conservagio, a tarefa atual mais dificil € conseguir reunir 0 maximo de relagdes
ecologicas num determinado sistema de preservagdo, para manter o correto equilibrio entre
utilizagdo do recurso e manutengdo do mesmo. Porém podemos perceber que num sistema de
preservagdo in situ  pode-se conservar a maioria das interagSes ecoldgicas existentes naquele
sistema 0 que nem sempre € possivel em preservagdes ex situ . No entanto se ainda pudermos
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conservar espécies através do manejo de seus habitats em areas protegidas, com capacidade
para receber populacdes vidveis a longo prazo, devemos sim optar por este tipo de
preservacao.

Para tornar sistemas de preservagio ex sif¥ mais eficientes deve-se levar em
considerac@o todos os organismos que fazem parte do sistema da planta como os predadores,
parasitas, polinizadores e dispersores de sementes. Mantendo os processos ecologicos
essenciais para a manutengdo da diversidade genética, promovendo desta forma a
sustentabilidade das espécies e do ecossistema (Sperllerberg, 1997).

2 - Os visitantes das flores de cacaui:

O cacaui apresentou grande diversidade de invertebrados visitando suas flores, com
finalidades diversas como: alimentag@o, abrigo, reprodugio, desenvolvimento e polinizagio,
em ambas as areas estudadas. Como se segue abaixo:

Ordem Coleoptera: Foram observados pelo menos trés familias de coleopteros
comuns as duas éareas estudadas. A familia Curculionidae foi a mais abundante nas duas
areas. Estes insetos visitaram as flores de cacaui em horarios variados ¢ ndo apresentaram
comportamento de polinizador. Estes insetos também foram observados dentro das flores e
emergindo dos botdes, levando até 23 dias para completar seu desenvolvimento nestes
botdes. Sendo que na CGAON os curculionideos néo foram observados nascendo das flores
de cacaui. Os nitidulideos foram observados em menor quantidade visitando e emergindo das
flores em torno de 22 dias. Estes insetos sdo conhecidos por habitos sapréfitos e por
utilizarem recursos efémeros, sejam folhas, flores ou frutos, e neste trabalho 7. speciosum foi
acrescida como mais uma espécie de planta utilizada como fonte alimentar para larvas e
adultos destes coleopteros.

Os insetos da familia Staphylinidae foram pouco observados visitando ou emerginde
das flores, mas quando se observou os insetos dentro das flores, o que foi realizado em
laboratorio, este nimero aumentou, provavelmente este aumento estd relacionado com a
disponibilidade de recurso alimentar dentro destas flores, como ovos e larvas de outros
insetos, ja que estes insetos sdo predadores.

Ordem Collembola: Somente dois individuos foram coletados na CGAON e que ndo
foram observados visitando as flores de cacaui, provavelmente estavam no corpo de outros
insetos que foram capturados.

Ordem Hemiptera: Estes individuos foram encontrados somente nos pedunculos
florais, nas duas areas estudadas. Sem importéncia na polinizagdo.

Ordem Hymenoptera: Os formicideos em todos os horario estavam presentes nas
flores de cacaui, percorrendo todas as partes florais, e algumas formigas com graos de polen
pelo corpo. Provavelmente devido o arranjo floral propiciar abrigo para estes insetos. As
formigas ndo apresentaram nenhuma importancia para polinizagio desta espécie.

Os representantes das familias Apidae e Vespidae foram observados visitando as
flores de cacaui pela manhd, mas sempre na cogula aonde estdo localizadas as anteras. Nao

“foram observados visitando o estigma em nenhuma ocasifo. Estes insetos foram classificados
como predadores e oportunistas, pois estdo visitando as flores nos horarios em que a mesma
se encontra receptiva, mas esta visita se restringe apenas ao objetivo de pilhar os grdos de
polen e no caso de algumas vespas predar outros animais. Outros himendpteros que
emergiram destas flores podem ser considerados insetos parasitas de dipteros ou de outros
insetos.

Ordem Lepdoptera e Ortoptera: Foram os menos frequentes, sendo que os
ortopteros somente foram encontrados nas flores de cacaui da CGAON. Ambos visitaram as
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flores no inicio da noite. Estes insetos nio estdio sendo atraidos pela sindrome floral, apenas
estdo utilizando os recursos disponiveis nas flores para sua alimentagio.

Ordem Thysanoptera: Foram abundantes nas duas areas estudadas, ndo apresentaram
padrdes de visitagio e em sua maioria foram encontrados nos botdes. Estes insetos sdo
conhecidos como pragas nas plantagcdes pois 0os mesmos se alimentam de pdlen, néctar e
outros liquidos florais. Sabe-se que os graos de pdlen sdo ricos em proteinas o que pode ser
importante para a fertilidade destes adultos, que segundo Kirk (1984) varios trips podem
comer em torno de 100 grios de pdlen em 15 minutos.

Outras ordens: Estes incluem aracnideos, diplopodos, quilopodos e opiliones que
foram em maioria observados a noite. Todos escondidos entre as flores, exceto os opiliones
que percorriam as flores em busca de alimento. Devido a forma em que as flores de cacaui
estdo arrumadas, a penetragdo de varios invertebrados que podem utilizar estas flores como
abrigo ¢ inevitavel.

Ordem Diptera: Nos dois locais estudados as familias Cecidomyiidae, Drosophilidae

e Phoridae sempre estiveram presentes nas flores de cacaui, sendo que os individuos da

familia Cecidomyiidae e Phoridae foram os mais representativos, na CGAON e na ECFPn,
respectivamente. Destes, apenas os forideos, na ECFP ndo foram observados emergindo das
flores. Os insetos da familia Psychodidae foram observados emergindo das flores de cacaui
coletadas somente na CGAON.

Os cecidomiideos sempre foram encontrados visitando os botdes florais e também a
maioria emergiram dos mesmos. Os insetos da familia Psychodidae foram observados
emergindo de flores em decomposic¢do retiradas da inflorescéncia e flores obtidas do solo.
Fato interessante de se observar pois estas flores oferecem recursos essenciais para o
desenvolvimento de fungos e bactérias que se proliferam em flores em decomposigdo
propiciando recursos alimentares para varios organismos.

Os drosofilideos e forideos sempre visitaram as flores novas, estes insetos percorriam
o androceu e gineceu, nesta ordem. Esta visita no androceu provavelmente esta relacionada
com os nectarios florais localizados na base da cégula, pétala modificada que protege as
anteras, que segundo Young (1984) servem como atrativo para os polinizadores.

Tanto drosofilideos quanto forideos frequentaram a flor pela manhi e pela tarde, nas
duas areas estudadas. Alguns drosofilideos e uma espécie de forideo foram observados
emergindo destas flores. Isto comprova que a sindrome floral de cacaui funciona, os insetos
sdo atraidos pelas flores no hordrio em que elas estdo receptivas, utilizam as flores de forma
variadas e dependendo da rotina destes insetos, os mesmos também retornam a flor em
outros horéarios, como é o caso dos drosofilideos que sdo diurnos e apresentam padrdes
caracteristicos de visitagdo pela manhi e tarde. Ja os forideos sdo atraidos pelas flores e
permanecem por la até o entardecer.

Megaselia sp. e Dohrniphora sp. foram os forideos identificados como polinizadores
das espécies Herrania purpurea, H. nitida e H. albiflora (Sterculiaceae), género proximo de
Theobroma, todas altamente especializadas para visitagdo de pequenos insetos, que
‘conseguem penetrar as estruturas florais, que sdo em forma de armadilha (barreiras fisicas
entre os 6rgdos reprodutivos). Os forideos visitaram as flores logo que as mesmas abriram,
provavelmente devido a visualizagdo dos nectarios florais que aparecem quando a flor esta
receptiva, por produzirem grande quantidade de exsudato e também devido exalarem odor
caracteristico (Young, 1984). Uma outra espécie de forideo, Megaselia sakaiae foi indicada
como polinizadora de Aristolochia inflata, Aristolochiaceae, que além de poliniza-la também
utiliza o recurso flor para oviposi¢do, estas flores apresentam barreiras fisicas entre os
orgdos reprodutivos e que atraem seus polinizadores pelo odor caracteristico de suas flores.
A familia Aristolochiaceae é conhecida por ter como polinizadores moscas saprofagas das
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familias Anthomyiidae, Chloropidae, Milichiidae, Phoridae, Sarcophagidae e Syrphidae e
mais recentemente Drosophilidae (Sakai, 2002).

A grande diversidade dos visitantes das flores de cacaui foi representada pelos
drosofilideos, desde diminutos insetos a mais volumosos e a maioria bem pilosos, isto poderé
estar estreitamente relacionado com a aderéncia de graos de pdlen em seu corpo facilitando
0 processo da polinizagdo. Alguns drosofilideos ja foram indicados como eficientes
polinizadores de outras espécies de Theobroma, como por exemplo o cacau, que em
decorréncia da estrutura morfologicas destes insetos facilitou o processo de transporte dos
gréos de polen de uma planta a outra (Massaux et al 1976 apud Lachaise & Tsacas, 1983).

No género Drosophila muitas espécies tém sido encontradas em flores, a maioria
delas nos tropicos, provavelmente por causa de longos periodos de floragdo e diversidade
floristica (Heed, 1960). Pelo menos seis grupos foram identificados nestas flores, saltans,
tripuntata, guarani, bromeliae, cardini, repleta, assim como um representante do género
Leucophenga, todos estes grupos de espécies sdo caracterizados como polifagos, utilizando
principalmente frutos e flores em decomposi¢do. Dentre estes, o unico que é citado como
antofilico € o grupo bromeliae (Brucic, 1983).

O grupo bromeliae € atualmente composto por quatro espécies (Drosophila florae,
D. bromelioides, D. bromeliae e D. aguape) e uma nova espécie (D. speciosa sp. n) (artigo
submetido) estd sendo proposta para o grupo. Além disso duas outras espécies ainda ndo
identificadas encontradas neste estudo serfio possivelmente associadas ao grupo.

Neste trabalho, D. speciosa sp. n foi encontrada vivendo nas flores de T. speciosum
(Sterculiaceae) nas duas areas estudadas, sendo que na CGAON foi mais abundante. Esta
especie certamente € uma das polinizadoras de cacaui.

A literatura informa que Drosophila bromelioides, utiliza o recurso flor de pelo
~menos 14 espécies de varias familias de plantas (Brncic, 1983; Heed 1960; Pipkin, 1966).
Outras espécies de drosofilideos t€m sido indicadas como polinizadoras. Sakai (2002)
wdentificou Drosophila aff. bromelioides e D. aff. florae do grupo bromeliae, como
polinizadoras de Aristolochia maxima (Aristolochiaceae) que € uma planta auto-
incompativel e provavelmente atraem seus polinizadores pelo odor de suas flores, estas
moscas ocasionalmente utilizam-nas como substrato de oviposi¢@o, sendo consideradas por
varios autores como generalistas, vivendo em flores de varias espécies de plantas incluindo
Datura (Solanaceae) e Ipomea (Convolvulaceae) (Paterson & Stones, 1952).

3 — Utilizacao dos recursos florais pelos drosofilidees:

As flores sd3o consideradas recursos efémeros, sendo um tipo de substrato
temporalmente limitado, dificultando a sua utilizagdo pelos insetos. As espécies de drosdfilas
antofilicas apresentam caracteristicas adaptativas relacionadas & florag@o das plantas (Brncic,
1983). Em se tratando de flores de cacaui, este recurso fica mais limitado, pois o tempo de
cada flor que se abre, dura em torno de 24 horas e a “janela de oviposi¢do” dos drosofilideos
tende a se enquadrar neste tempo. Alguns drosofilideos levaram até 13 dias para emergirem
‘destas flores e a maioria dos espécimes de D. speciosa sp. n levaram entre 8 e 10 dias.
Lembrando que o processo de desenvolvimento destes insetos sé se concluem quando as
flores sdo ndo-polinizadas e eliminadas pela planta. No laboratdrio a espécie D. speciosa sp.
n vem sendo criada a um tempo médio de desenvolvimento em torno de 7 dias (observagdo
pessoal). v :

Os drosofilideos desenvolvem-se em variados tipos de substrato, neste trabalho foi
observado o desenvolvimento destes insetos em flores vivas e algumas emergindo de flores
em decomposi¢do. As espécies D. melanogaster e D. polymorpha foram encontradas
emergindo somente de flores em decomposigdo. Estas espécies s@o saprofitas generalistas e

19



necessitam dos microorganismos (leveduras e bactérias) existentes neste tipo de substrato
para sobreviverem (Carson, 1971). Este também € o caso de D. malerkotliana, uma espécie
invasora do grupo melanogaster, cujo fato de um unico individuo ter sido encontrado
emergindo de flores vivas € ocasional e refor¢a a idéia de que a mesma utiliza variados
recursos para sua sobrevivéncia. D speciosa sp. n foi encontrada emergindo tanto de flores
vivas como em decomposi¢do e provavelmente estd utilizando o pdlen e exsudatos florais
como recursos alimentares. Os drosofilideos em sua maioria foram encontrados emergindo
das flores novas, corroborando com a idéia de que sdo atraidos pelos recursos florais
produzidos para atrair polinizadores. :

O grau de especificidade na utilizagdo de recursos florais ainda ndo estd
completamente esclarecido para muitas espécies de drosofilideos, mas as moscas que
compartilham deste substrato apresentam uma série de caracteristicas adaptativas,
relacionadas ao curto espago de tempo em que estes recursos estdo disponiveis como fonte
nutricional (Brncic,1983). Drosofilideos que utilizam flores como substrato apresentam
caracteristicas adaptativas necessarias para oviposi¢do neste substrato, como o grupo
flavopilosa que apresenta cerdas modificadas nas placas do ovipositor que se assemelham a
fortes espinhos. Wheeler et al. (1962) sugerem que estas cerdas sdo relacionadas com habitos
reprodutivos e alimentares. A maioria dos drosofilideos associada as flores de cacaui
apresentaram estas caracteristicas.

Val & Marques (1996) observaram estas cerdas, como também larvas provavelmente
conectadas ao tronco traqueal abdominal principal (sic) das fémeas de Drosophila aguape.
Segundo estes autores larviparidade € comum em moscas que utilizam flores durante o
desenvolvimento larval, e deve ser uma caracteristica adaptativa para utilizagdo destes
recursos efémeros. Como D. speciosa sp. n apresentou cerdas modificadas nas placas do
ovipositor e utiliza as flores de cacaui para alimentagcdo e oviposigdo, é provavel que estas
sejam também caracteristicas adaptativas para o uso deste recurso. Nos ultimos anos,
diversos trabalhos mostram a necessidade de se estudar os recursos utilizados por
drosofilideos, para entender melhor a estrutura populacional de diferentes espécies
(Shorrocks, 1982). Este trabalho é um indicativo de que ha grande diversidade de
drosofilideos e de interagbes que ainda precisam ser estudadas, como as 21 espécies
encontradas neste trabalho, ainda néo determinadas, e que de alguma forma utilizam flores de
cacaui como recurso para sua sobrevivéncia.

4 — Similaridade e diversidade da guilda de polinizadores entre as areas de
preservacio:

Pela abundédncia, comportamento nas flores e coincidéncia nos horario de
receptividade, caracteristicas morfoldgicas necessarias para carreamento de pdlen e tamanho
apropriado para penetracdo nas flores de cacaui, fica claro que os drosofilideos sdo os
principais polinizadores de 7. speciosum. Portanto é de fundamental importéncia comparar
estas guildas entre os locais de preservagdo para buscar compreender as mudangas de padrao
observado e a possivel conseqiiéncia sobre a polinizagdo, reproducgdo e conservacdo de 7.
speciosum.

Levando em consideragdo que o esforgo amostral na area da ECFPn foi menor,
devido a problemas na localizagdo das arvores com flores nas visitas a campo, mesmo assim
este local apresentou maior diversidade (H'=2,8) de drosofilidecs e pouca similaridade,
apenas quatro espécies em comum, com a area de preservagfo ex sifu .
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Em habitats naturais, a manutencdo da diversidade e das fungdes ecologicas
propiciam beneficios para o ambiente, enquanto que em locais alterados, a tendéncia ¢ a
diminuicdo desta diversidade, interferindo nos processos ecoldgicos que envolvem
principalmente as interagdes entre animais e planta, podendo levar a diminui¢do ou até
mesmo a perda da espécie polinizada. Neste trabalho foi analisada a polinizagdo da espécie 7.
speciosum e observou-se que apesar da dréstica alteragdo na composi¢do da guilda de
polinizadores ndo houve comprometimento na sua polinizagdo, provavelmente devido a
presenga comum de D. speciosa sp. n em ambas as areas, mas ha indicios de que o processo
de dispersdo dos frutos pode estar comprometido o que leva a crer que no futuro, o processo
de polinizagdo também podera vir a ser prejudicado.
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V. CONCLUSOES

1.

(9%}

10.

A fenologia de Theobroma speciosum seguiu o padrao geral das plantas de sub-bosque de
uma area tropical e no apresentou diferengas importantes entre as populagdes estudadas.
Foi notavel a auséncia de elementos jovens e subadultos na populagio de T. speciosum da
area de preservagdo ex sifu , isto mostra falha no “turn over” populacional, demonstrando
fragilidade no sistema estabelecido.

. As inflorescéncias de 7. speciosum sdo utilizadas por uma grande diversidade de

invertebrados. A ocorréncia de varios estagios florais, numa so inflorescéncia, amplifica
sua utilizag8o por estes organismos com finalidades diversas: alimentagdo, abrigo e local
de reprodug@o.

. Os visitantes das flores de 7. speciosum podem ser classificados da seguinte maneira:

oportunistas, que se alimentam de podlen e/ou tecidos vegetais como o0s trips,
cecidomiideos, curculionideos, nitidulideos, vespideos, apideos e formicideos; os
predadores de outros insetos como os estafilinideos e vespideos; e os polinizadores que
utilizam as flores como fonte alimentar e acabam polinizando-as como os forideos e
drosofilideos.

Drosofilideos s@o indicados como polinizadores de 7. speciosum, com a possibilidade da
participagdo de alguns forideos.

T. speciosum pode ser considerado uma nova planta hospedeira para drosofilideos
antofilicos.

D. speciosa sp. n, reconhecida a partir deste trabalho, é indicada como uma das espécies
polinizadoras de cacaui. O beneficio para o adulto pela recompensa do pdlen ou outras
substéncias florais, ficou bem estabelecido. A vantagem reprodutiva parece ser um
beneficio adicional, mas que precisa ser melhor elucidado ja que as fémeas s6 terdo
sucesso reprodutivo em flores ndo polinizadas.

A diferenga na composigdo faunistica da guilda de polinizadores das flores de cacaui nas
duas areas analisadas € evidente. Na area de preservagdo ex situ além da menor
diversidade, observou-se espécies de drosofilideos que nfo estdo relacionadas a flores, sdo
moscas oportunistas e algumas invasoras, isso mostra a perda da diversidade e o prejuizo
das alteracdes do ambiente em relagdo a area de preservacio in situ.

. A guilda de drosofilideos foi considerada mais diversa na area de preservagio in sifu,

sendo predominantemente composta de espécies mais especializadas no uso de flores.
Quatro espécies foram comuns as duas éreas de preservacdo, dentre elas D. speciosa sp.
n., que tornou-se dominante na area de preservacdo ex situ .

O sucesso de estratégias de preservacio dependem de um planejamento que leve em
considerag@o todos os organismos que fazem parte do sistema de vida da planta, como: os
predadores, parasitas, polinizadores e dispersores de sementes. Mantendo os processos
ecoldgicos essenciais para a manutengdo da diversidade genética. No caso em estudo o
sistema de polinizagdo, apesar de profundamente alterado ainda apresenta sinais de
viabilidade, o mesmo talvez ndo possa ser dito em relagdo a dispersdo e recrutamento que
deveriam ser objeto de novos estudos.
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HIBRIDIZACAO ENTRE CUPUACU (I. GRANDIFLORUM) e CACAU
(]HEOB{QO]\M CACAO) - STERCULIACEAE UTILIZANDO MISTURA DE
POLEN)".

Giorgini Augusto Venturieri’
Giorgio Cristino Venturieri®

RESUMO: cupuagu (Theobroma grandiflorum (Wild. ex Spreng.) Schum) e o Cacau
(Theobroma cacao L.) sdo duas espécies amazdnicas de grande importincia econdmica.
Devido ao intenso ataque, em ambas as espécies, da doenga Vassoura-de-bruxa (Crinipellis
perniciosa) e outros patdégenos que diminuem a produtividade, faz-se necessaria a busca por
variedades resistentes. A formac@o de hibridos através de polinizagSes controladas entre estas
duas espécies tem sido uma estratégia utilizada para transferir genes de resisténcia entre elas.
Trabalhos anteriores em que foi tentada a hibrida¢do entre cupuagu e cacau, sugerem que o
aborto de frutos hibridos tenha sido devido ao baixo nimero de sementes que eram
insuficientes para manter o desenvolvimento do fruto até a sua maturidade. Sugerem ainda que
um maior nimero de sementes "acessoOrias" poderia ser conseguido com a adicdo de pdlen
compativel em mistura com o pdlen da espécie a hibridar. No presente trabalho, flores de
cupuagu (duas plantas) tiveram seus estigmas polinizados com p6len de cacau em mistura com
o poélen de cupuagu comprovadamente compativel, mas ndo houve pegamento dos frutos. O
experimento indicou que a adigdo do podlen de cacau ao polen compativel de cupuagu
dificultou o pegamento, sugerindo que o sistema de incompatibilidade em ambas as espécies
tenham as mesmas bases fisiologicas.

Palavras chaves: Hibridagdo interespecifica; polinizagdo artificial; polinizagdo manual
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I- INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao) e cupuagu (Theobroma grandiflorum), sdo duas espécies
economicamente importantes para a regidao Amazoénica. O cacau, por ser a base da industria
chocolateira, possui importancia econdmica mundial. O cupuagu, além de possuir importancia
regional, comega a ser exportado e participar de um seleto mercado de frutas exdticas
tropicais. Atualmente, sua polpa € basicamente usada na fabricagdo de sorvetes, sucos e
geleias, além de uma infinidade de doces caseiros. As sementes ja vem sendo usadas na
fabricagdo e um produto analogo ao chocolate (Venturieri & Aguiar, 1988).

A produgdo de cacau vem declinando devido ao ataque de doengas. As principais sdo
a “vassoura-de-bruxa” (Crinipellis perniciosa) na América do Sul e o “inchago-dos-brotos”
(“swollen shoot”), de origem virdtica, na Africa (Addisson & Tavares, 1951 e 1952;
Martinson., 1966). Devido a esta queda de produgdo, buscam-se alternativas para a melhoria
da quantidade e qualidade das améndoas. Uma possivel alternativa consiste na realizagio de
cruzamentos interespecificos entre estas duas espécies de Theobroma, para a obtengido de
hibridos vidveis que apresentem resisténcia as doengas mencionadas.

Hibridos entre cacau e cupuagu foram obtidos anteriormente (ver revisio em Barbosa
& Venturieri, 2003). Brabo ef al. (1999) sugere que o crescimento dos frutos hibridos estaria
sendo comprometido pelo baixo niimero de sementes. Para a solu¢do do problema, sugeriu que
o pélen de parentais de cacau compativeis devessem ser usados em mistura com o de cupuagu.
Hibridos éntre cacau e cupuagu aplicando as sugestGes feitas pela referida autora foram feitos
por Barbosa & Venturieri (2003) que conseguiram um maior nimero de sementes por frutos
que Brabo ef al (1999) mais ainda insuficientes para assegurarem o seu desenvolvimento até a
maturidade. No presente trabalho € avaliado o pegamento de frutos de cupuagu polinizados
com mistura de pdlen compativel de cupuagu em mistura com podlen de cacau ou seja uma

versdo reciproca da tentativa de hibridagio feita por Barbosa & Venturieri (2003).



I - MATERIAL E METODOS

Os cruzamentos foram feitos entre dezembro/2000 a janeiro/2001, em plantas
com no minimo 11 anos de idade, localizadas na residéncia do Sr. Heraclito Martins
Ribeiro Jr. na cidade de Silva Jardim - RJ.
a) Teste de compatibilidade entre parentais:

- Uma série de polinizagdes controladas, envolvendo trés espécimens de cupuacu (Grl,
Gr2 e Gr 3), e dois espécimens de cacau (Cal e Ca2) foi feita avaliar a compatibilidade entre
os parentais dentro de cada espécie. Para cada par de cruzamento foram feitas 14 polinizagdes.
Como pardmetro de avaliagdo observou-se o pegamento dos frutos apds 14 dias das flores

polinizadas, ou seja frutos efetivamente pegos e que estivessem em pleno desenvolvimento.

b) Cruzamentos com mistura de polen:

Uma vez definida as 4rvores compativeis de cupuaguzeiros, nova série de polinizagdes
foi efetivada com o polen compativel em mistura com o poélen de cacau. As polinizagdes
foram feitas durante o periodo de maior receptividade da espécie recebedora de polen - manhd
para o cacau (Free, 1993) e a tarde para o cupuagu (Venturieri, 1994). As poliniza¢gdes foram
efetivadas nos moldes propostos por Venturieri & Ribeiro Filho (1995) ou seja, foram
retiradas de duas a trés sépalas e a parte superior de alguns estaminddios até que o gineceu
ficasse exposto. Em seguida foi extraida a cogula (parte da pétala em forma de capuz tipico
das flores do género Theobroma) da flor de cacau ou cupuagu para que o estame com as
anteras ficasse exposto. As polinizagdes foram feitas com o cuidado para que a antera
contendo os grios de polen ndo fosse tocada. Uma vez retirado o estame, este era levado até a
flor receptora de pélen e suas anteras passadas debaixo para cima sobre os bragos estigmaticos

a fim de que se depositasse uma quantidade suficiente de graos de polen.

No caso das polinizagdes com mistura de pélen, foi realizada primeiramente a
cobertura do pistilo da flor de cupuagu com pdlen compativel da mesma espécie e em seguida

repetido o processo com polen da flor de cacau.
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I - RESULTADOS E DISCUSSAO

As polinizagdes efetivadas estdo sumarizadas na tabela 1. Uma das plantas de cacau
testadas (Cal) era auto- incompativel e intercompativel com a Ca2. A outra planta (Ca2) nio
pode ser autopolinizada por falta de flores. As plantas de cupuagu eram todas auto-

incompativeis mas intercompativeis em diferentes niveis, sendo as que mostram maior niimero

de frutos pegos foram a ?Grl x oGr2 e a ?2Gr3 x oGr2. Por isso usadas em novos
cruzamentos, acrescido do pdlen de cacau da planta Cal. Como resultado nio houve
pegamento de frutos, ou seja a adigdo do polen de cacau inviabilizou o pegamento dos frutos
anteriormente conseguidos sem a mistura. O cruzamento em mistura de pélen da planta Ca2
combinado com pdlen de Grl ou Gr2 ou Gr3 sobre o pistilo da Cal (ja conhecida como
incompativel com Cal) também nfo gerou fruto. O insucesso em ambas as misturas sugere
que o sistema de incompatibilidade em ambas as espécies sejam analogos e que a
incompatibilidade da planta feminina, com pelo menos um dos componente da mistura de

polen, seja suficiente para inviabilizar o pegamento do fruto.
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Tabela 1: Cruzamentos envolvendo cupuagu (7. grandiflorum) e cacau (T. cacao), usando poélen puro e em mistura. Quando

o progenitor feminino era o cacau, as polinizagdes foram efetuadas pela manh&. Quando era o cupuagu o progenitor
feminino, a tarde.

masculino

Ca1

03_'3_'30""'
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HIBRIDIZACAO ENTRE CACAU (THEOBROMA CACAO) E O CUPUACU (T.
G1RANDIFL0RU]\4) - STERCULIACEAE UTILIZANDO MISTURA DE POLEN) -
.

Gunther Barbosa ?
Giorgini Augusto Venturieri®

RESUMO: Cacau (Theobroma cacao L.) e cupuagu (Theobroma grandiflorum (Wild. ex
Spreng.) Schum) s8o duas espécies amazdnicas de grande importdncia econdmica. Devido
ao intenso ataque da doenga Vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa) e outros patogenos
que diminuem a produtividade, faz-se necessaria a busca por variedades resistentes. A
formagdo de hibridos através de polinizagdes controladas entre estas duas espécies foi a
estratégia utilizada para transferir genes de resisténcia entre elas. Flores de cacau tiveram
seus estigmas polinizados com pélen de cacau; com pélen de cupuagu e com uma mistura
de pdlen de cacau e cupuagu. Foram utilizadas trés arvores de cupuacu e duas de cacau
como doadores de polen. Como receptores de polen, foram usadas trés arvores de cacau.
Foram realizadas ao todo 202 polinizagdes: 126 com mistura de pélen de cacau e cupuagu
sobre o cacau; 61 exclusivamente de cupuagu sobre cacau e 15 entre cacau x cacau como
controle para o pegamentos ¢ desenvolvimento de frutos. Frutos de cacau com sementes
hibridas com 7. grandiflorum ja haviam sido obtidos em trabalhos anteriores, mas foram
abortados, atribuido ao baixo numero de sementes que continha. O objetivo das
polinizag@es com mistura de poélen foi o de aumentar o nimero de sementes por fruto para
assegurar a sua manutengdo evitando o aborto. Entre as polinizagdes efetuadas, as que
receberam polen puro, todas foram abortadas antes de atingirem 14 dias. As realizadas com
mistura de polen, apresentaram 9 frutos (7,1 %) com mais de 14 dias, mas que também
posteriormente abortaram. Destes frutos foram tomados o numero de sementes e
comprimento, tendo o maior atingido um comprimento de 6,2 cm e 23 sementes. O
experimento indicou que havia problema de compatibilidade entre os parentais envolvidos
e que a técnica utilizada € eficaz para evitar o aborto dos frutos. Presume-se que, se a
mistura de polen for feita com podlen de cacau previamente conhecido como compativel,
poderdo ser formados hibrido com relativa facilidade. A utilizagdo de marcadores
genéticos para identificar os possiveis hibridos ndo serd necessaria, pois a germinagdo
hipogea (caracteristica do cupuagu dominante sobre o cacau que tem germinagdo epigea)
manifesta-se nos hibridos.

Palavras chaves: Hibridacdo interespecifica; polinizacdo artificial; poliniza¢do manual

! Estudos financiados pelo Consetho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico (CNPq)/
Programa do Trépico Umido (PTU) (proc. n.° 63.00.13/95-0 e 46.99915/00-5)

2 Universidade Federal de Santa Catarina- UFSC/CCA - Pés graduacdo RGV, 88.040-900, Floriandpolis -
SC Brasil. e-mail: gunther cca@yahoo.com.br

3 Universidade Federal de Santa Catarina- UFSC/CCB-BEG, 88.040-900, Floriandpolis - SC, Brasil. e-mail:
giorgini@cch.ufsc.br
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I- INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao) e cupuagu (Theobroma grandiflorum), s@o duas
espécies economicamente importantes para a regido Amazdnica. O cacau, por ser a base da
industria chocolateira, possui importancia econdmica mundial. O cupuagu, além de possuir
importancia regional, comega a ser exportado e participar de um seleto mercado de frutas
exOticas tropicais. Atualmente, sua polpa ¢ basicamente usada na fabricagdo de sorvetes,
sucos e geleias, além de uma infinidade de doces caseiros. A comercializagdo do fruto in
natura ¢ da polpa congelada vem mostrando o crescimento no mercado nacional e
internacional (Lima, 1995). A utiliza¢8o de sementes ainda € insipiente, mas dela pode-se
fazer chocolate e extrair uma gordura de alta digestibilidade que pode ser usada na
fabricagdo de margarinas e de cremes para a pele (Berbert, 1981;Venturieri & Aguiar,
1988). '

Todas as espécies amazdnicas do género Theobroma produzem frutos
comestiveis, cujas sementes pode-se fazer chocolate. Porém, a Unica cultivada para esse
fim é T. cacao (Ducke, 1953; Venturieri & Aguiar, 1988).

A produgio de cacau vem declinando devido ao ataque de doengas. As principais
sdo a “vassoura-de-bruxa” (Crinipellis perniciosa) na América do Sul e o “inchago-dos-
brotos” (“swollen shoot”), de origem virdtica, na Africa (Adisson. & Tavares, 1951;
Martinson., 1966; 1972). Devido a esta queda de producdo, buscam-se alternativas para a
melhoria da quantidade e qualidade das améndoas. Uma possivel alternativa consiste na
realizacdo de cruzamentos interespecificos entre estas duas espécies de Theobroma, para a
obtencdo de hibridos vidveis que apresentem resisténcia as doengas mencionadas.

Hibridos entre cacau e cupuagu foram obtidos anteriormente por Addison &
Tavares (1951, 1952), porém as mudas eram frageis e nfo ultrapassaram 15 cm de altura.
Entretanto, Martinson (1966) relata a obtengdo de tal hibrido com plantas que se
desenvolveram satisfatoriamente e tinham as seguintes caracteristicas: cotilédone rosa
(semelhante ao do cupuagu), germinagio epigea (como a do cacau), foliolos rosa claro
(caracteristica intermedidria entre as duas espécies) com margem denteada (como no

cupuagu). Os cotilédones permaneciam fechados durante a germinag@o e a razdo entre o
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comprimento e a largura da folha aproximava-se de 48 mm, demonstrando proximidade
maior com O cacau nesta caracteristica.

Brabo er al. (1999) obteve 6 frutos hibridos de cacau e cupuagu, usando somente
polen de cupuagu sem mistura, porém todos estes frutos foram abortados antes de
atingirem a maturidade. O fruto maior apresentou 4,1 cm de comprimento e contava com
16 sementes, contrastando com uma média estimada por Cuatrecasas (1964) de
aproximadamente 36 sementes por fruto de cacau normal. |

Neste trabalho, Brabo ef al. (1999) sugere que o crescimento dos frutos hibridos
estaria sendo comprometido pelo baixo nimero de sementes. Para a solugdo do problema,
sugeriu que o pdlen de parentais de cacau compativeis devessem ser usados em mistura
com o de cupuagu, para aumentar o nimero de sementes por fruto para assegurar a
continuidade do seu desenvolvimento. No presente estudo € tentada a obtengdo de hibridos

entre cacau e cupuacu aplicando as sugestdes feitas pela referida autora.

II - MATERIAL E METODOS

a) Selecio dos parentais:

Uma série de polinizagdes controladas, envolvendo diversos pares da mesma
espécie conseguidos entre 7 arvores diferentes/espécie, foi feita para selecionar os
parentais mais compativeis dentro de cada espécie. Como pardmetro de avaliagio
observou-se o periodo de abscis@o das flores e o pegamento dos frutos. Como pegamento,

entende-se toda a polinizagdo que tenha gerado fruto.
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Esta pré selecdo foi feita por ter-se a expectativa de que os grdos de polen
compativets, quando em mistura com o0s da espécie a hibridar, serviriam para gerar
"sementes acessorias" que assegurariam o desenvolvimento do fruto até a sua maturidade e
com eles, as eventuais sementes hibridas. Desta avaliagdo preliminar, foram selecionadas,
como parentais masculinos para doadores de pdlen, trés arvores de cupuagu oriundas, do
"Experimento de Consorciagdo entre Seringueiras e Cupuagu" localizadas na Faculdade de
Ciéncias Agrarias - FCAP, e duas arvores de cacau localizadas no “Cacaual do Casemiro”,
do Campus da Universidade Federal do Para. As arvores de cupuagu foram identificadas
como grl, gr2 e grS, e as de cacau identificadas como ca4, ca6 e ca7. Estas arvores foram
selecionadas por terem apresentado, na média, o maior tempo que conseguiram
permanecer com os frutos na arvore, embora em nenhuma delas tenha sido conseguido
fruto maduro.

Usando apenas estes parentais, sempre que possivel, foram feitas polinizagdes

envolvendo mistura de polen da espécie a hibridar com alop6len da espécie materna.

b) Cruzamentos:

Trés tratamentos foram realizados, onde observaram-se as diferentes taxas de
pegamento e desenvolvimento dos frutos. O primeiro tratamento consistiu unicamente da
polinizagdo manual entre cacau x cacau, onde o produto resultante serviu como testemunha
para os demais cruzamentos; o segundo, consistiu na transferéncia simultinea de pdlen de
cacau + cupuagu X cacau; e o terceiro tratamento consistiu na poliniza¢do simples de
cupuagu x cacau. Este ultimo tratamento, teve como objetivo, além da obtencdo de
sementes hibridas, o servir como testemunha para os cruzamentos com mistura de polen e
repetir a metodologia empregada nos experimentos de Brabo ef al. (1999), Martinson
(1966) e Addison & Tavares (1951, 1952). Todos os tratamentos foram realizados
simultaneamente em cada uma das trés arvores de cacau.

Foram realizadas 202 polinizag3es aleatorias observando-se pegamentos e periodo
de abscisdo ap6s 24, 48, 72 e mais de 72 horas, juntamente com os frutos que apresentaram
desenvolvimento por periodo igual ou superior a 14 dias. Foram polinizadas flores de

cacau em pré antese, ou seja, botdes que ndo apresentavam abertura total, seguindo 0s
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moldes propostos por Venturieri & Ribeiro Filho (1995). Foram retiradas de duas a trés
sépalas e a parte superior de alguns estaminodios até que o gineceu ficasse exposto. Em
seguida foi extraida a cogula (parte da pétala em forma de capuz tipico das flores do
género Theobroma) da flor de cacau ou cupuagu para que O estames com as anteras
ficassem expostos. As polinizagdes foram feitas com o cuidado para que a antera, contendo
os graos de pdlen, ndo fosse tocada. Uma vez retirado o estame, este era levado até a flor
receptora de polen e passado debaixo para cima sobre os bragos estigmaticos a fim de que

se depositasse uma quantidade suficiente de graos de pdlen.

No caso das polinizagGes com mistura de pélen, foi realizada primeiramente a
cobertura do pistilo da flor de cacau com polen da flor de cupuagu e logo em seguida foi

repetido o processo com polen da flor de cacau.

¢) Manejo:

Adubacio do cacaueiro: Para o prolongamento do periodo floral, as arvores do
"Cacaual do Casemiro" foram adubadas com NPK + micronutrientes (Yorim). O
fertilizante foi aplicado em cobertura na projecdo da copa em quantidades que variaram de

950 a 1450g proporcional ao porte da arvore .

. Controle das sativas: Para combate da saGva (Atta sexeden), foi utilizada a isca
granulada Mirex-S, tendo como base o N-etil perfluoroctano sulfonamida (Sulfluramida '
70/30). Este controle se fez necessario porque tais insetos predavam as flores, comiam as

etiquetas e as linhas de marcagio usadas.

d. Contagem das sementes:

Com auxilio de uma pinga e estilete sob uma lupa estereoscopica os frutos

abortados tiveram as suas sementes previamente separadas da placenta e depois contadas.
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO

Poliniza¢oes, Pegamentos e Abscissoes:

a) Cruzamentos Cacau x Cacau:
Dos 15 cruzamentos realizados (tabela 1) nenhum fruto atingiu a maturidade, embora
tenham sidos observados frutos derivados de polinizacdo aberta, o que a testa a

fecundidade nas arvores. Logo, os parentais escolhidos eram incompativeis.

Tabela 1: Periodo médio de abscisdo das flores provenientes de cruzamentos cacau X
cacau.

Cacau x Total  Abscisdo Abscisio  Abscisio  Abscisido 14 dias ou
cacau 24 horas 48 horas 72 horas +72 horas  mais

N.° 15 1 6 8 0 0

% 100 6,66 40 53.33 0 0

b) Cruzamentos Cacau x Cupuacu:
Dos 61 cruzamentos realizados, ou as flores sofreram abscisdo ou os frutos
degeneraram-se antes de 14 dias com estagio de desenvolvimento insuficiente para se fazer

a contagem das sementes ou tentar-se a germinagdo (tabela 2).

Tabela 2: Periodo meédio de abscis@o das flores de cacau polinizadas com pdlen de
cupuagu.

Cacau x Total Abscisdo  Abscisdo Abscisgo Abscisdo 14 dias ou
cupuagu 24 horas 48 horas 72 horas +72 horas  mais

N.° 61 18 10 19 14 0

% 100 29,5 16,39 31,15 22,95 0

Cruzamentos Cacau x Cupuacgu + Cacau:

Dos tratamentos efetuados foi o que melhores resultados apresentou. Foram obtidos
9 frutos com mais de 14 dias provenientes de 126 cruzamentos com o maior periodo de
permanéncia na planta (tabela 3), mas todos degeneraram-se sem atingir a maturidade. O

comprimento e numero de sementes estdo dispostos na tabela 4.
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Tabela 3: Periodo de abscisdo das flores de cacau polinizadas com mistura de polen.

Cacau + cupuagu x Total Abscisdo Abscisdo Abscisio Abscisdo 14 dias

cacau 24 horas 48 horas 72 horas +72 horas ou mais
N.° 126 40 29 26 22 9
% 100 31,74 23,02 20,65 17,46 7,14
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Tabela 4: Dados biométricos dos frutos com abscisdo apos o periodo de 14 dias.

Parentais: Comprimento (mm)  N.° de sementes
cabxgrl+ca’7 14,5 5
cabxgr2+cad 294 11
cabxgr2tca4 29,7 14
cabxgr2tcad 26,2 20
cabxgr5t+ca4d 33,4 25
ca 7 x grl+ cad 18,6 15
ca 7 x grl+ ca4 26,5 16
ca7xgri+ca4 20,6 15
ca’/xgr2+ca4 61,9 23
Meédias 29 16
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Figura 3: Relagio entre o numero de sementes e o tamanho do frutos obtidos com
mistura de auto e alopolem.

Neste tratamento, embora tendo-se obtido uma média de 16 sementes/fruto; max.

25; min. 5, e este tenha sido consideravelmente superior ao obtido por Brabo ef al. (1999)

através da simples hibridagdo de cacau x cupuagu, (média 4,4 sementes/fruto; max. 16,

min. 2), ainda ndo foi atingido o niimero minimo necesséario para assegurar o pegamento

dos frutos (sugerido por Brabo ef al. para o cacau como mée como entre 35 a 40 sementes).
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Assim como observado por Brabo e al. (1999), o tamanho dos frutos obtidos é
diretamente proporcional ao nimero de sementes que continham (figura 3), corroborando a
hipotese de que, para serem obtidos frutos maiores capazes de chegarem a maturidade, um
maior nimero de semente por fruto devera ser provocado. Esta constata¢do aumenta as
expectativas de se obter sucesso nos cruzamentos usando mistura de polen de cacau e
cupuagu e que tal expectativa podera ser maior se o polen de cacau usado na mistura for
realmente de variedades compativeis entre si, 0 que nio ocorreu no presente trabalho. Para
novos trabalhos, sugere-se fazer novos cruzamentos com mistura de podlen, em que os

parentais da mesma espécie sejam necessariamente compativeis.
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RESUMO: O cacau e o cupuagu sao espécies afins pertencentes ao género Theobroma e de
interesse comercial, a primeira ao nivel mundial e a segunda ao nivel regional. A tentativa
de hibrida¢io entre espécies é uma estratégia reconhecida para o agrupamento de
caracteristicas de interesse agrondmico em novas variedades. No género Theobroma
"poderia vir a ser atil na melhoria da qualidade da améndoa, quantidade de polpa e
resisténcia a doenga (como a “Vassoura de Bruxa” (Crinipellis perniciosa)). No presente
trabalho sdo relatados proto-experimentos executados para gerarem indicadores de como
proceder para com as técnicas de biotecnologia que culminassem em protocolos para:
desinfe¢do de tecidos que pudessem servir de explantes; resgate de embrides e germinagdo
de sementes em condi¢Ses assépticas de algumas espécies deste género. Os explantes
retirados de pedinculos e ramos foram totalmente contaminados. Os retirados das
sementes foram contaminados em média 20,7%. Ag¢Ges auxiliares como tratamento
fitossanitario das plantas matrizes e exposicdo a luz U.V., melhoraram o sistema
desinfe¢do de explantes de folha. Quando aplicadas, a porcentagem de infeccdo caiu de
97,5% para 4,7%. O desenvolvimento da parte aérea de alguns embrides resgatados
aparenta ser um problema e variavel em fungio da espécie. A retirada da testa da semente
abreviou o tempo de germinag@o mas nio influenciou na porcentagem de contaminag@o.

Palavras-chave: explantes, desinfecdo, resgate de embrido, geminagdo

INTRODUCAO

A América tropical possui 22 espécies de Theobroma, das quais 8 ocorrem na
Amazonia € 7 delas ocorrem no estado do Pard. O género foi dividido em 6 secgdes
(Andropetalum, Glossopetalum, Oreanthes, Rhytidocarpus, Telmatocarpus e Theobroma)
(CUATRECASAS, 1964). No género Theobroma ha duas espécies importantes
economicamente, o cacau (1. cacao) do qual as sementes sdo a base para a industria de
chocolate, e o cupuagu (7. grandiflorum), um fruto bastante usado na regido amazonica
para a fabricagio de doces, sorvetes, sucos e, mais recentemente, chocolate
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(VENTURIERI, 1993). Com sementes de outras espécies de Theobroma (7.
camargoarnum, 1. bicolor, T. microcarpum) também pode-se preparar chocolate, mas nio
sdo explorados comercialmente (DUCKE, 1953; LE COINT, 1934; PESCE, 1941).

A Amazdnia possui a mais alta biodiversidade do género Theobroma, o que é
muito importante para a criagio de hibridos e sele¢do de novas variedades com
rendimentos mais altos e resisténcia a doengas. O modo mais simples para transferir genes
entre espécies € através da hibridizagdo classica (transferindo grdos de pélen de uma
espécie para o estigma de outra). Hibridizag3o entre espécies do género Theobroma ja foi
tentada com algum sucesso. Em Glossopetalum ha 3 espécies (7. subincanum, T.
obovatum e T. grandiflorum) que cruzam entre si (ADDISON & TAVARES, 1951).
Hibridos entre Seccdes foram obtidos em 1966 entre 7. grandiflorum (Secgdo
Glossopetalum) e 7. cacao (Secgdo Theobroma) (MARTINSON, 1966; CRIG
NEWSLETTER, 1990); e entre as Se¢des Glossopetalum e Andropetalum (7.
angustifolium x T. mammosum; e T. simiarum x T. mammosum) (CUATRECASAS,
1964). Hibridos adultos entre cacau e cupuagu foram obtidos na Malasia, que
demonstraram aparente resistentes a doenga “inchago dos brotos” (MARTINSON, 1966;
CRIG NEWSLETTER, 1990). No Brasil foi experimentado com objetivo semelhante, mas
para a doenga “Vassoura-de-Bruxa” (Crinipellis perniciosa). Embora mudas tenham sido
obtidas, elas eram frageis e raramente passavam de 15 cm (ADDISON & TAVARES,
1951) e ndo foram encontrados os adultos destes hibridos (SILVA et al. - em preparacio).

A hibridagdo entre espécies afins é um fato comum na natureza tendo muitas
espécies uteis derivadas deste processo. Quando a hibridagido é seguida de poliplidizagdo, a
fertilidade usualmente € recuperada. Como exemplos mais conhecidos tem-se o trigo
(Triticum aestivum) que € um alohexaploide (2n = 6x = 42) derivado do cruzamento das
espécies I. monococcum, Aegilops speltoides e Aegilops aquarrosa, e o algodio sul-
americano (alotetraploide 2n = 26, com genoma de uma espécie asiatica (G. herbaceum)
com uma americana (G. raimondi do Peru).

O processo de hibridagio interespecifica tem sido bastante explorado com fins
agrondmicos com inameros cultigens ja formados. Mais recentemente, ferramentas
biotecnoldgicas, como resgate de embrides hibridos seguido de poliploidizagdes induzidas
e a fusdo de protoplastos, tem facilitado a formagfo de hibridos que antes ndo foram
conseguidos por vias sexuada. No entanto, para se chegar a este ponto, varios protocolos
precisam ser desenvolvidos e ajustados. Precisa-se de um processo eficiente de desinfecéo
dos tecidos que servirdo de explanes; protocolos para a geragdo de calos, cultivos
celulares, fusdo de protoplastos, regeneragdo de plantulas a partir destas células e
finalmente da sua aclimatagfo ex vitro. A averiguagdo dos genomas obtidos geralmente €
mais facil, mas também desprende uma boa carga de trabalho.

No presente trabalho sdo relatados proto-experimentos executados para gerarem
indicadores de como proceder para com as técnicas de biotecnologia que culminassem em
protocolos para: desinfecdo de tecidos que pudessem servir de explantes; resgate de
embriles e germinagio de sementes em condigdes assépticas.

MATERIAL E METODOS

Procedéncia do material: Frutos completamente desenvolvidos, porém ndo
completamente maduros e ainda portando o pedinculo e um pedago de ramo, das espécies:
cacau (7. cacao; matrizes CA-1, CA -2 e CA -3, procedentes do experimento JICA -
competicio de progénies); cupuacu (7. grandiflorum; matrizes GR 215; GR 624 e GR
1047, procedentes do experimento JICA - competi¢do de clones) e cacaui (7. speciosum
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matrizes SEC 31X, SEC 44Z, SEC 48X, procedentes da colegdo "Addison O'Neil"). Todas
as matizes est@o localizados na EMBRAPA - Amazonia Oriental em Belém - PA. Os frutos
foram coletados em 16/10/2001 e envolvidos em papel jornal, mantidos em sacos plasticos
e transportados para Florianopolis - SC. No dia seguinte, os sacos plasticos foram abertos e
mantidos a temperatura ambiente dentro de laboratério por 4 dias quando foram entio
usados.

Proto-experimento 1: Obtencio e desinfecio dos explantes

Frutos com o pedinculo e pedagos de ramo aderidos a eles foram inicialmente
esterilizado por imersdo em Etanol 95°GL (1 min.) seguido de imersio, por 20 minutos,
em solugdo de "Q-boa" a 40% (produto comercial com 2,5% de hipocorito de s6dio), mais
3 gotas de detergente de uso doméstico. '

As sementes extraidas do fruto foram despolpadas dentro do fluxo laminar e re-
imersas em uma nova solu¢io de hipoclorito na mesma concentragdo e tempo ja citados.
As sementes foram dissecadas e sub-divididas em tegumento, cotilédone e embrido. Todos
os explantes foram enxaguadas 3 vezes em agua deionizada estéril por 1 minuto em cada
vez.

Os experimentos foram iniciados variando o tipo de explante usado sob um mesmo
processo de desinfecdo. Os explantes foram: a) Segmentos de casca (exceto cacaui)
retirados dos ramos (aprox. 0,3 x 0,5 ¢cm) aderidos a parte do cambio, b) Segmentos de
casca retirado dos pedunculos (aprox. 0,3 x 0,5 cm) aderidos a parte do cidmbio; Segmentos
retirados das sementes ou seja ¢) tegumento (aprox. 0,2 x 0,5 cm), d) cotilédone (aprox. 0,5
x 0,5 cm) e f) embrido (destacado dos cotilédones e cortado longitudinalmente).

Os explantes, foram postos para desenvolver em condigdes estéreis em meio de
cultura LPm (macro, micronutrientes, vitaminas e aminoacidos do meio) (Von Arnold &
Erikson, 1981) acrescido de agua de coco (50 ml/l), glucose (20 g/l); 2-4 D (2 mg/l)
combinado com BAP nas concentragdes de 0; 1 e 2 mg/l x trés tipos de tecido (efeito dos
horménios foi avaliado em trabalho relatado a parte). Como gelificante usou-se gelrite a
2.2 g/l. O pH usado foi 5,8 medido antes da autoclavagem. Para cada tratamento, foram
utilizados 2 frascos, com capacidade para 500 ml, cada um contendo 40 ml de meio. Em
cada frasco foram, colocados 5 explantes (repeti¢cSes). De cada tecido foram avaliada a
contaminagdo de 100 explantes. As culturas foram mantidas no escuro, em estufa D. B. O.
a temperatura de 26 £+ 2 °C. No dia 22/11/2001, 33 dias apds a colocagdo nos meios de
cultura, o indice de contaminacio foi avaliado.

Proto-experimento 2: Desinfecdo com luz UV de explantes derivados de folhas
de cacau.
: Folhas jovens de cacau (ja completamente verdes, ainda tenras e proximas de
atingirem o seu tamanho maximo) foram colhidas de plantas das progénies derivadas das
matrizes CAl, CA2Z e CA3 mencionadas anteriormente. Todas as plantas estavam sendo
cultivadas em casa de vegetacdio coberta com plastico leitoso "Northene" com bloqueio de
70% da luz incidente. Imediatamente apoOs a colheita foram esterilizado por imersdo em
Etanol 96 GL (5 segundos) seguido de imersdo, por 10 minutos, em solu¢do de "Q-boa" a
30% (produto comercial com 2,5% de hipocorito de s6dio), mais 3 gotas de detergente de
uso doméstico. Em seguida foram lavadas em agua destilada e autoclavada. Cada folha foi
recordada em pedagos de aprox. 1 cm’, todos mantendo um pedago da nervura central. Os
explantes foram entdo colocados em meio de cultura feito com adubo foliar Hyponex (6,5-
6-19) 2 g/l, agucar-de-cana 20 g/l; agar 6 g/l; peptona 1g/l; carvio ativado 1 g/l e batata
liqiefeita 67 g/l com pH de 5,8 medido antes da autoclavagem. Os explantes foram postos
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em potes de 500 ml contendo aproximadamente 40 ml de meio. Cada pote recebeu 5
explantes/pote x 15 potes/ tratamento. Metade deles foram expostos a luz U.V. por 15
minutos e a outra metade mantida como testemunha. Sete dias apos, foi avaliado o niimero
de explante contaminado por pote. A comparagdo de médias foi feita pelo teste de ¢ de
Student usando o pacote estatistico Bioestat 3.0 (Ayres et al., 2003).

Proto-experimento 3: Desinfecio com luz UV de explantes derivados de folhas
de cacau e de cupuacgu.

O presente experimento ¢ similar ao anterior, com as seguintes modificagdes. As
Plantas matrizes receberam um tratamento profilatico com a aplicagdo quinzenal do
fungicida Dithane (2g/1) combinado a aplica¢io de inseticida Malathion (2 mi/l). Para os
explantes foram usadas, no caso do cacau, as mesmas plantas ja citadas. Para o cupuagu
foram usadas plantas derivadas das matrizes GR 1047; GR 624 e GR 215. Todos os
explantes, apos o corte, foram postos em uma placa de petri com 4gua autoclavada e
submetidos a 15 de exposi¢do a luz U.V.. Como agente gelificante do meio, ao invés de
usar agar, usou-se o "gelrite" 2,2 g/l por ser transparente e por isto facilitar a visualizagio
de eventuais contaminagdes. Os explantes foram postos em tubos de ensaio de 25 x 2,5 cm
contendo aproximadamente 12 ml de meio. Cada tubo recebeu 1 explante e foram
cultivados em estufa D. B. O. sem luz e com temperatura de 26+-2 °C. Sete dias apos, foi
avaliado o nimero de explantes contaminados. A compara¢do de médias foi feita pelo teste
de Qui-quadrado de contingéncia (com corre¢do de Yate) usando o pacote estatistico
Bioestat 3.0 (Ayres et al., 2003).

Proto-experimento 4: Resgate de embrides

Sementes semi-maduras de cacaui (7. speciosum); cacao (1. cacao) e de do hibrido
(T. obovatum x T. subincanum;) desinfetadas do modo descrito anteriormente, tiveram os
seus cotilédones retirados e os embriGes postos em tubos de ensaio com o meio B5
(Ganborg et al., 1989) adicionado de Benzamidine - BA em trés concentragdes (0; le 2
mg/l) em agar 6,5 g/l € a um pH de 5,8 medido antes da autoclavagem.

Proto-experimento S: Germinac¢io de sementes in vitro

Com a inteng8o de avaliar se a manutengdo da testa das sementes poderia interferir
no processo de germinacio na contaminagdo, sementes da espécie de 7. sylvestre (N=20) e
dos hibridos de T. obovatum x T. subincanum (N=12) e T. grandiflorum X T. obovatum
(N= 16) foram postas para germinar in vifro . Metade das sementes foram postas para
germinar com testa e a outra metade sem a testa. A percentagem de germinacfo foi
avaliadano 52,102 e 152 dias apés o inicio do experimento. O indice de contaminagéo foi
também avaliado no 5 ° dia.

Resultados e Discussdes:

Proto-experimento 1: Obtenciio e desinfecio dos explantes.
A porcentagem de contaminagio por tecido estd apresentada na tabela 1.
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Tabela 1: Percentagem de contaminagio de explantes de 3 espécies de Theobroma.

Espécie Tecido do explante % de contaminacio
Cacau Casca dos ramos 100
- |Casca dos pedunculos 100
Embrido 15
Tegumento 20
Cotilédone 11
Cupuagu Casca dos ramos 100
Casca dos pedunculos 100
Embrido 18
Tegumento -0
Cotilédone 26
Cacaui Casca dos ramos ——n '
Casca dos pedinculos -
Embrido 31
Tegumento 40
Cotilédone 25
Meédia por tecido Casca dos ramos 100
Casca dos pedinculos 100
Embrido 21.33
Tegumento 20.00
Cotilédone 20.67
Média dos explantes retirados de sementes 20.67

Os esplantes retirados dos ramos e pedinculos mostraram-se fortemente
contaminados com total ineficacia do tratamento aplicado. O tempo que estes tecidos
ficaram fora da planta matriz pode ter facilitado o ataque de microorganismos. Outros
agravantes, ¢ que estes tecidos sdo porosos e ficam geralmente cobertos por ritidoma
(cacau) e ritidoma e pelos (cupuagu) que dificulta a penetragdo uniforme do desinfetante. A
clonagem de tecidos somaticos € importante quando se deseja reproduzir as caracteristicas
genéticas de uma matriz. Os ramos e pedinculos supostamente prestariam bem para este
fim, mas limpeza deste material da indicios de que sera dificil. Como alternativa sugere-se
o uso de outros tecidos como folhas jovens e brotos, que poderia receber tratamentos
profilaticos e protegdo até a colheita (testado a seguir para folhas).

Os explantes retirados das sementes foram contaminados em média 20,7% com
valores quase que idénticos entre tecidos. Embora seja uma percentagem ainda alta, se for
considerado o estresse e tempo de exposi¢do sofrido pelo material, pode-se considerar os
indices como razoavelmente bons. Logo, para estes tecidos o sistema de desinfecdo foi
adequado.
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Proto-experimento 2: Desinfecio com luz UV de explantes derivados de folhas
de cacau.

A exposi¢do dos explantes a luz U.V., embora tenha diminuido o indice de
contamina¢do, ndo mostrou-se estatisticamente diferente da testemunha (p= 0.48) (figura
1). Em ambos os tratamentos em alguns explantes, parte das bordas, onde foram feitos os
cortes, mostraram-se mortas (figura 2), indicando que o tratamento aplicado tenha chegado
no limite de tolerdncia dos tecidos. Mesmo assim, a percentagem de contaminagdo em
ambos os tratamentos foi muito alta mostrando que a busca por novos tratamentos mais
eficientes deva ser continuada. Para melhorar o processo, sugere-se expor os explantes a
luz U.V. antes de serem inoculados nos meios de cultura e cultiva-los em tubos de ensaio
individualmente. Os que estivessem livres de contaminagdo seriam entfo aproveitados em
experimentos posteriores. Ag¢des auxiliares como tratamento fitossanitario das plantas
" matrizes, poderia melhorar o sistema desinfe¢8o. Estas sugestdes foram aplicadas no proto-
experimento seguinte.

Proto-experimento 3: Desinfecio com luz UV de explantes derivados de folhas

de cacau e de cupuacu.
Os dados encontram-se na tabela 2:

Tabela 2: Numero de explantes contaminados por espécie. O nimero de explantes ndo
contaminados foi significativamente superior quando comparado aos contaminados (Qui-
quadrado de contingéncia p = 0,02; GL =1)

Espécie Explantes
Contaminados Nio contaminados

Cacau 9 106

Cupuagu 0 84

Total 9 (4,7%) 190 (95,3%)

Embora o processo de desinfecdo tenha sido o mesmo adotado anteriormente, com
a adogdo das indicagdes do proto-experimento anterior, os resultados foram
consideravelmente melhores. Obteve-se uma média de contaminagio de 4,7% (tabela 2)
contra 97,5% do experimento anterior (figura 1). Atribui-se tal sucesso a profilaxia feita
nas plantas matrizes e uma melhor exposi¢io dos explantes & luz U.V.. A estratégia de se
fazer a inoculagdo individualizada por tubo de ensaio facilitou a visualizagdo dos eventuais
explantes contaminados e 0 seu aproveitamento em experimentos posteriores. Quando as
folhas usadas foram muito tenras os tecidos ficaram amarronzados e inviabilizaram o
explante (figura 3).

Proto-experimento 4: Resgate de embrides.

Os dados obtidos estdo na tabela 3. As contaminag¢Bes neste caso foram altas (1/3
dos embrides inoculados), € pode ser atribuido ao longo periodo que os frutos ficaram no
laboratorio para serem trabalhados de (16 a 25/06/2001).

Embora seja os nimeros ndo permitam aplicar testes estatisticos, nota-se a
efetividade do fitohorménio BA na formagéo de calos, mais freqiientes que na testemunha
(figura 4a). A formagdo de calos neste embrides abre a possibilidade de virem a ser usados
na organogénese de plantulas efetivamente hibridas, que se forem conseguidas, por certo
serdo raras. A formag@o de clones ainda nesta fase diminuiria o seu risco de perda e
poderia facilitar a sua poliploidizagio.

O desenvolvimento da parte aérea de alguns destes embrides (figura 4 b) aparenta

ser um problema e variavel em fungfo da espécie. Quando transferidos para um vaso com
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terrico, apenas um deles sobreviveu (7. obovatum X T. subincanum), mas mostrou um
crescimento extremamente lento e sucumbiu cerca de um ano depois. Logo, ha necessidade
de estudos complementares para melhorar o desenvolvimento dos embriSes resgatados
para que possam ser aclimatados com maior éxito. Sugere-se a aplicagdo de um esquema
de adubagdo de alta performance para desenvolver mais a planta até que pudesse ser
enxertada sobre outra que lhe desse mais vigor.

Tabela 3: Observagdes sobre os embrides resgatados.

Embrides inoculados Dosagem do hormdnio BA

0 mg/l 1 mg/l 2 mg/l
T. speciosum 4 4 3
T. obovatum X T. subincanum 16 6 5
T. cacao 4 4 3
Contaminacdes 0 mg/1 1 mg/1 2 mg/1
T. speciosum 2 1 3
T. obovatum X T. subincanum 0 5 2
T. cacao 1 0 0
Formaram calos / N embrides 0 mg/l 1 mg/1 2 mg/1
1. speciosum 0/2 2/3 0/0
T. obovatum X T. subincanum 0/6 1/1 3/3
T. cacao : 1/3 4/4 3/3
Desenvolveram a parte aérea/ N|0 mg/l 1 mg/1 2 mg/1
embrides
T. speciosum 0/2 2/3 0/0
T. obovatum X T. subincanum 2/6 0/1 1/3
T. cacao 3/3 3/4 1/3

Proto-experimento S: Germinacio de sementes in vitro

A germinaciio de sementes in vitro € excelente (figura 5). A retirada da testa
abreviou a germinagdo (figura 6), embora pelo teste de Qui quadrado (contingéncia) ndo
tenha demostrado diferenga significativa entre os tratamentos (p = 0,53; GL = 2).

A porcentagem de contaminagdo é mostrada na figura 7. Pelo teste de ¢ ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos (p = 0,85; GL = 4)

Desta forma conclui-se a retirada da testa da semente, embora tenha dado fortes
indicios de que abrevia o tempo de germinagfio, esta nZo influenciou no processo de
contaminagao.
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Explantes
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Tratamentos

Figura 1: Porcentagem de explantes de folha de cacau
contaminados.

N

Figura 2: Explantes de folhas de cacaueiro com parte
danificada atribuida a severidade do sistema de desinfecdo
aplicado. Notar alguns calos sendo formados.
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Figura 3: Explantes de folhas de cupuacu. As duas a
esquerda da foto foram derivadas de folhas excessivamente
tenras e n&o resistiram ao tratamento de desinfegao. :

Figura 4: a) Embrido resgatado de T. cacao. Notar a formacédo de
calos na cicatriz dos cotilédones. b) 7. cacao x T. obovatum.  jp40
Embrido com desenvolvimento muito deficiente.



Figura 5: Sementes de T. cacao
germinadas in vitro.
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Figura 6: Porcentagem de germinacdo de sementes de T.
sylvestre e dos hibridos de T. obovatum x T. subincanum e T.
grandiflorum X T. obovatum com e sem a testa. Figura construida
com base nos valores médios (N=20).
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com testa sem testa

Tratamentos

Figura 7: Porcentagem de contaminagcdo de sementes com e sem
testa. Dados médios para as espécies estudadas.
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CALOGENESE DO HiBRIDO THEOBROMA GRANDIFLORUM X T. OBOVATUM
(STERCULIACEAE)

Giorgini Augusto Venturieri >
Giorgio Cristino Venturieri®

RESUMO: O declinio da cacauicultura na amazonia tem sido causado pela doenca
Vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa). Um hibrido interespecifico do mesmo género,
(Theobroma grandiflorum x T. obovatum), tem demonstrando resisténcia a esta doenga.
Avaliou-se a calogéneses deste hibrido com a finalidade de sua propagagdo massiva. Os
explantes usados (tegumento, cotilédone e embrido) foram postos para desenvolver em
condicdes estéreis em meio de cultura LPm mais agua de coco (50 ml/l), glucose (20 g/l);
2,4 - D (2mg/1); Thidiazuron - TDZ nas concentragdes de 0; 5 e 10 pg/l, carvdo ativado (2
g/1) em gelrite (2 g/l) a um pH de 5,8. Cada concentra¢io de TDZ x trés tipos de tecido foi
considerado um tratamento. As culturas foram mantidas no escuro, a temperatura de 22 + 2
°C. Os tecidos ndo mostraram diferengas significativas quanto a proporgido de recobrimento
por calos (p= 0,1392) embora notou-se que nos cotilédones tenha sido maior. A dosagem
de TDZ nitidamente ndo influenciou na cobertura de calos (p= 0,9442). Quanto a
freqiiéncia, os tecidos mostraram diferentes capacidades de desenvolver calos (p= 0,0232)
sem mostrar-se influenciados pela dosagem de TDZ (p = 0,6635). Os explantes de
cotilédones foram os que formaram calos em maior freqii€ncia. Ha uma leve tendéncia de
que quanto menor a dosagem de TDZ maior a freqiéncia de calos obtidos. Nio foi
constatada interagdo entre tipo de calo/frasco x dosagem de TDZ (p = 0,3169).

Palavras - chave: cupuacu hibrido; cultura-de-tecido, Vassoura-de-bruxa, micropropagac¢io
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CALOGENESIS OF THEOBROMA GRANDIFLORUM X T. OBOVATUM HIBRID
(STERCULIACEAE)

ABSTRACT: Decline of cocoa plantations in Amazonia has been attributed to the
Witches-broom-disease (Crinipellis perniciosa). An interspecific hybrid, (Theobroma
grandiflorum x T. obovatum), has demonstrated resistance against this disease. Calogenesis
of this hybrid was evaluated, aiming for its mass propagation. The used explants
(tegument, cotyledons and embryos) were developed in sterile conditions in LPm media
plus coconut milk (50 ml/l); glucose (20 g/l); 2,4 - D (2mg/l); Thidiazuron - TDZ at
concentrations of 0; 5 e 10 ug/l; and activated charcoal (2 g/l) in gelrite (2 g/1) at a pH of
5,8. Each concentration of TDZ x three kinds explants was considered a treatment and
were kept in the dark at a temperature of 22 + 2 °C. Explants did not show significant
differences in the proportion of callus recovery (p= 0,1392) although cotyledons did have
the highest value. TDZ level did not influence callus recovery (p= 0,9442). Different
explants did not result in different frequencies of callus development (p= 0,0232) and were
not been influenced by the doses of TDZ (p = 0,6635). Cotyledon explants displayed the
highest values for frequency of callus. There was also a slight trend that lower levels of
TDZ resulted in higher frequencies of callus. There was no interaction between kind of
callus/flasks x doses of TDZ (p = 0,3169).

Key words: cupuassu hybrid, tissue-culture, witches-broom-disease, micropropagation

INTRODUCAO:

O cacau possui importancia econdmica mundial, pois sua améndoa é matéria para
fabricacdo de chocolate. Tem também uma grande importincia social, pois € uma cultura
que utiliza muita méo-de-obra. O declinio da produgdo cacaueira brasileira tem sido
causado pela doenca Vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa), e esta induzindo a um
grande €xodo rural no Sul da Bahia e na Amazonia. Embora estejam sendo feitos esforgos
para a obtencdo de variedades de cacau resistentes a esta doenga, outras espécies e hibridos
interespecificos do mesmo género poderiam ser testados e explorados como analogos ao
cacau e que exibissem alguma resisténcia a doenga. Um hibrido, o de Theobroma
grandiflorum x T. obovatum, feito por Addison & Tavares (1951, 1952), vem
demonstrando alguma resisténcia a doenga Vassoura-de-bruxa, no entanto, restam apenas 5
das matrizes originais, na hoje nomeada cole¢do "Addison O'Neill", pertencente a
EMBRAPA - Amazodnia Oriental em Belém - PA, Brasil, com grande risco de virem a ser
perdidas. A propagagdo deste hibrido, por métodos massivos como a propagagdo in vitro,
poderia propiciar a formagdo de estandes para firturos testes agrondmicos e diminuir o
risco de perda de tal material genético. » ”

A formac@o de calos em um explante, ou seja calogénese, € uma etapa basica para o
desenvolvimento de sistemas de propagagdo massiva de plantas por oragonénese ou
embriogénese somatica. E. Gtil também quando se deseja produzir células para
manipula¢des genéticas como hibridagdes somaticas, poliploidiza¢des e transformagdes.

Das 8 espécies amazonicas de Theobroma, a propagagio in vitro de apenas duas
delas tem sido avaliada. Para 7. cacao tem-se feito consideraveis esforgos para estabelecer
um método de propagac@o baseado em cultura de tecidos. Porém, a sua recalcitrincia in
vitro e a grande influéncia do gendtipo na sua eficiéncia dificultou a obtengdo de um
eficiente sistema de micropropagagdo via organogénese ou desenvolvimento de gemas
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axilares (Orchard ef al., 1979; Passey & Jones, 1983; Blake & Maxwell, 1984; Janick &
Whipkey, 1985; Dufour & Dublin, 1985; Legrand & Mississo, 1986; Bertrand, 1987,
Flynn et al., 1990; Figueira et al., 1991; Figueira & Janick, 1994; Tan & Furtek, 2003).
Um eficiente sistema de propagacdo foi desenvolvido por Li et al (1998) com
procedimentos para estimular a embriogénese somatica e a regeneragio de plantas a partir
de tecidos florais (estaminddios), pela utilizagdo de 3 etapas no cultivo (induggo de calos,
desenvolvimento de embrides e regeneragio de plantas) em combinagdo com o uso da
citocinina sintética TDZ (Thidiazuron) e da auxina sintética 2,4-D. Os resultados de Li et
al. (1998) foram os mais promissores, com 100% dos estaminddios cultivados do genétipo
Sca6-1 produzindo, em média, 45 embrides somaticos por estaminddio. Estaminodios de
varios outros genétipos foram testados (num total de 19 gendtipos) e todos foram
responsivos as condi¢des de cultura, em taxas que variaram de 1 a 100 % de eficiéncia,
cada qual produzindo em média de 1 a 46 embrides. Mais de 270 plantas, derivadas de
embrides somaticos de seis desses gendtipos, foram estabelecidas com sucesso em casa de
vegetacdo. Esses resultados demonstraram, uma maior aproximac¢io da utilizagdo no
futuro, de embrides somaticos obtidos em laboratorio na propagacgéo clonal de cacaueiros.
Uma outra espécie de Theobroma estudada foi o cupuacu (7. grandilforum), que vem
tomando importdncia para a industria de sucos e como um possivel sucedaneo para o cacau
(Venturieri, 1993). Embrides imaturos desta espécie foram retirados de sementes e
cultivados em meio MS suplementado com 2,4-D (Img/l) e agua de coco (10 mi/l) tendo
sido obtido calos (Velho er al. 1988). Segmentos de eixo embrionario e de cotilédones
foram cultivados em meio MS 1/2 + 2,4-D (1; 2; 4 e 8 mg/l); sais do MS 1/1 (SIGMA)
acrescido de ANA (3mg/1); sais do N6 (SIGMA) 4g/l1 + 2,4-D (0; 2 ;4 mg/l) e ANA (0; 3; 5
mg/1); sais do N6 (SIGMA) acrescido somente de ANA (3mg/l). Calos brancos e brithantes
foram observados nos explantes testado no meio MS + 2,4-D (1 e 2 mg/l). A combinagio
de ANA (3 mg/l) e 2,4-D (2mg/l) promoveram a formag¢io de calos brancos e raizes mas
ndo foram obtidas plantulas (Ferreira et al. 2001).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a calogénese de 3 diferentes tecidos
obtidos da semente do hibrido 7. grandiflorum x T. obovatum como o primeiro estagio
para a obtencdo de plantulas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Frutos completamente desenvolvidos, porém ndo completamente maduros e ainda
portando o pedinculo e um pedago de ramo, provenientes da matriz GO-1 da colegdo
"Addison O'Neil" pertencente a EMBRAPA - Amazonia Oriental em Belém - PA, foram
coletados em 16/10/2001. Os frutos foram envolvidos em papel jornal, mantidos em sacos
‘plasticos e transportados para Florianopolis - SC. No dia seguinte, os sacos plasticos foram
abertos e mantidos a temperatura ambiente dentro de laboratério por 4 dias quando foram
entdo usados. Para a obtengdo dos explantes, o fruto foi inicialmente esterilizado por
imersdo em Etanol 95% (1 min.) seguido de imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio
40:60 v/v do produto comercial com 2,5% de cloro ativo: agua, mais 3 gotas de detergente
de uso doméstico (20 min.). As sementes foram extraidas do fruto e despolpadas dentro do
fluxo laminar e re-imersas em uma nova solug¢@o de hipoclorito na mesma concentragdo no
tempo ja citados. Foram entdo enxaguadas 3 vezes em agua deionizada estéril por 1 minuto
em cada vez. Os explantes, (tegumento, cotilédone e embrido) retirados das sementes,
foram postos para desenvolver em condicGes estéreis em meio de cultura LPm (macro,
micronutrientes, vitaminas e aminoacidos do meio) (Von Arnold & Erikson, 1981)
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acrescido de agua de coco (50 ml/l), glucose (20 g/1); 2-4D (2mg/1) mais Thidiazuron -
TDZ nas concentragdes de 0; 5 e 10 pg/l em gelrite (2 g/1) mais carvio ativado (2 g/l) ea
um pH de 5,8. Cada concentragio de TDZ x trés tipos de tecido foi considerado um
tratamento. Para cada tratamento, foram utilizados 2 frascos, com capacidade para 500 mli,
cada um contendo 40 ml de meio. Em cada frasco foram colocados 5 explantes
(considerados como repeti¢des). As culturas foram mantidas no escuro, a temperatura de
22 +2°C. No dia 22/11/2001, 33 dias apds a colocagdo nos meios de cultura, a emissdo de
calos foi avaliada subjetivamente pela sua presenga/auséncia ¢ extensdo. Para esta tltima,
foram atribuidas notas que variaram de 0 a 100 de acordo com a propor¢do de calo sobre a
area exposta do explante (acima do meio de cultura), p. ex. Nota 0 = sem emisséo de calo;
50= emissdo moderada de calos correspondendo a aproximadamente 1/2 da regido exposta;,
100= a emissdo em 100% da area exposta. A qualidade do calo também foi avaliado
subjetivamente atribuindo-se nota de 1 a 3 sendo: 1 calos amarelados, translicidos
formando uma superficie lisa; 2 = calos amarelados, levemente opacos e friaveis; 3 = Calos
brancacentos, opacos, brilhantes e friaveis.

Para as analises estatisticas, os dados em propor¢do foram transformados para o
arco seno da raiz de p, onde p = a proporgdo (Sokal & Rohlf, 1981), excegdo feita para a
analise de interagdo, onde foi usado o numero absoluto de calos responsivos. Os dados
foram inicialmente submetidos a analise de varidncia onde foi comparado o tipo de tecido
x dosagem de TDZ (ANOVA dois critérios). Em uma segunda etapa, o tecido com maior
resposta foi avaliado para tipo de calo observado x dosagem de TDZ e interagdo (ANOVA
fatorial). A comparagdo de médias foi feita pelo teste de 7 de Student usando o pacote
estatistico Bioestat (Ayres et al., 1998). Os calos gerados pelo melhor tratamento foram
transferidos para um outro meio para a prolifera¢cdo dos calos (MPC) com a mesma
constitui¢do anterior, exceto os horménios que foram a Kinetina - KIN nas concentragdes
de 1, 2 e 3 mg/l combinado com Acido Naftaleno Acético - ANA 0,01 e 0,1 mg/l. Graficos
e tabelas foram elaborados usando a frequiéncia de calos (em porcentagem) obtidos por
tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formac@o de calos iniciou-se ao longo da segunda semana de cultivo, a partir de
pontos que se expandiam, e recobriam a superficie do explante (Figura 1).

Considerando a propor¢do de recobrimento entre os diferentes tecidos testados,
embora os cotilédones tenham mostrado média mais elevada, as diferengas ndo foram
'-signiﬁcativas estatisticamente (p= 0,/392). Quanto a dosagem de TDZ esta nitidamente
ndo influenciou na cobertura de calos (p= 0,9442) (Tabela 1).

Quanto a freqiiéncia de explantes responsivos, os tecidos mostraram diferentes
capacidades de desenvolver calos (p= 0,0232) mas n3o se mostraram influenciados pela
dosagem de TDZ (p= 0,6635). Os explantes de embrido e de tegumento tiveram os valores
mais baixos. Os explantes de cotilédones foram os que formaram calos em maior
freqiiéncia (Figura 2).

Em termos de freqiiéncia de calos, independente do tecido e do tipo de calo, a
dosagem de TDZ 5 pg/l foi o que provocou a melhor resposta para esse experimento
(Tabela 2) mas este dado € incompleto pois o tipo de calo é fortemente associado a sua
capacidade embriogénica. Analisando apenas o tecido cotilédone para a variavel proporgdo -
da cobertura de calo por dosagem de TDZ notou-se que ndo houveram diferencas
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estatisticamente significativas tanto para tipo de calo (p= 0,0553) como para dosagem de
TDZ (p= 0,5848) (Tabela 2). No entanto, os valores de p para ambos os fatores foram
muito proximos do limite significativo de 5%, o que possivelmente poderia indicar
evidéncias de que a presenca de TDZ tenha influenciado mais na formagdo de calos do tipo
2, o que poderia ser melhor evidenciado em uma amostragem maior. Quanto a freqiiéncia
de calos responsivos, houve diferenca significativa entre tipos de calos (p = 0,0117) sendo
o do tipo 2 o de maior freqiiéncia e estatisticamente diferente dos demais. As freqiiéncias
de calos do tipo 1 e 3 foram equivalentes estatisticamente (Figura 3). Quanto a dosagem de
TDZ, esta ndo influenciou significativamente (p= 0,//23) embora haja indicadores de que
quanto menor a dosagem de TDZ maior a freqiéncia de calos obtidos (Figura 3).

Néo foi constatada interagio entre tipo de calo/frasco x dosagem de TDZ (p=
0,3169). Especificamente para os calos do tipo 3, que sdo os considerados o de maior
interesse por serem os de maior chance de tornarem-se embriogénicos, ndo foi constatada
qualquer relagdo com a aplicagdo de TDZ (Figura 3).

O experimento indica que o TDZ ndo produziu melhoras na indugido de calos
desejavels para virem a ser aproveitados para a organogénese ou embriogé€nese somaética
do hibrido de 7. grandiflorum x T. obovatum como observado para o cacau por Li ef al.
(1998), logo a resposta a0 TDZ ndo parece poder ser estendida para outras espécies do
género. Os experimentos de Velho ef al. (1988) e Ferreira et al. (2001), mostraram que o
cupuagu ndo tem apresentado dificuldades para gerar calos usando-se o meio MS com a
adi¢do de baixas concentra¢des de 24 - D sendo a eficiéncia na emissdo de calos
aumentada pela adicio de ANA. Como o cupuagu é uma das espécies progenitoras do
hibrido estudado pode ser que ANA venha a provocar um maior crescimento de calos no
hibrido 7. grandiflorum x T. obovatum.

A avaliagio do efeito de ANA e KIN foi prejudicado por elevado indice de
contamina¢do. Em dois frascos remanescentes e ndo contaminados, um contendo de ANA
0,01 mg/l e KIN 1 mg/l, e outro contendo ANA 0,1 mg/l e KIN 3 mg/l, houve a formacao
de embriGes somaticos (Figura 4).

Como indicadores para uma segunda fase de experimentos, sugere-se novamente O uso
de cotilédones como explante, mas para a formagio de calos uma outra fonte de auxina ao
invés de TDZ. Para a proliferacio de calos, sugere-se repetir o experimento com uso de
ANA e KIN por terem dando indicios da sua efetividade na formagiio de embrides
somaticos.
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Figura 16- T. subincanum. A-superficie da epiderme externa do tegumento externo MEV; B- saco de

mucilagem (sm) no parénquima do tegumento externo (200x); C-sacos de mucilagem (seta) MEV; D-camada
de células esclerificadas (seta) e parénquima cotiledonar (pcot) 400x; E- epiderme interna do tegumento

interno (seta) (400x); F-cristais na epiderme interna do tegumento interno (MEV).
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Figura 17- T. subincanum. A-parénquima cotiledonar (200x); B-drusas na epiderme cotiledonar

(seta preta) (200x); C- tricomas (ir) glandulares na epiderme cotiledonar (400x); D-tricomas (ir)
glandulares com formagfo de haste (seta) (400x).
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Figura 18- T obovatum x T. subincanum A-sacos de mucilagem (sm), camada de células

esclerificadas (seta) MEV; B-células do parénquima cotiledonar (pcot) (200x); C-células do
‘parénquima cotiledonar evidenciando grios de amido (seta) MEV; D-camada de células

esclerificadas (seta) MEV.
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Figura 19 - Tobovatum x T.subincanum. A-estruturas de reserva encontradas no eixo hipocétilo-radicula

(seta) MEV; B-células do parénquima cotiledonar com niicleos evidentes (seta) (400x);, C-drusas entre a

epiderme cotiledonar (seta menor) ¢ feixes vasculares (fv) (400x); D-tricomas glandulares na epiderme

cotiledonar (tr) (400x).
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Figura 20- 7. grandiflorum x T.subincanum. A-ricoma (tr) na epiderme externa (400x); B- detalbe do

tricoma na epiderme externa (seta) (400x); C-idioblastos no tegumento externo (100x); D-células
esclerificadas (seta) (400x); E- feixes vasculares em secgio longitudinal (fv) no parénquima (400x); E-resto de

endospenha entre os cotilédones (seta) (400x).
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Figura 21- T. grandiflorum x T. subincanum. A- células do parénquima sub-epidérmico (seta)

(100x); B- drusas no parénquima (seta) (400x), C-tricomas glandulares no epiderme do parénquima
cotiledonar (seta) (400x); D- tricomas glandulares na epiderme cotiledonar com formagio de haste

longa (seta) (400x).



Figura 22- T. grandiflorum x T. obovatum. A-épiderme externa do tegumento externo (epe)

(400x); B-idioblastos no tegumento (200x); C ¢ D-detalhe das células do parénquima (400x);
E-camada de células esclerificadas em palicada (seta) (400x).
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Figura 23- T. grandiflorum x T. obovatum A-tricoma glandular (tr) na epiderme cotiledonar

(400x); B- tricoma (ir) estrelado na epiderme cotiledonar (200x); C- células do parénquima

cotiledonar (seta), observar conteido fendlico (400x).



HISTOQUIMICA DE SEMENTES DO GENERO THEOBROMA
L. (STERCULIACEAE).
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Giorgini Augusto Venturieri’
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RESUMO-Histoquimica de sementes do género Theobroma L. - Sterculiaceae). As
substincias de reserva em sementes sdo de grande importancia, por representarem a principal
fonte de energia para a germinagdo e o estabelecimento das plantulas além de outras
aplicagBes tecnoldgicas na agroindustria. Neste trabalho, foram utilizadas técnicas de
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Introducéo

Materiais de reserva podem ser acumulados em praticamente todos os tecidos da
semente, podendo ser temporarios ou permanecer até a germinagdo (WERKER, 1997).

A distribui¢dio destas substincias ¢ bastante variada. Dependendo da espécie podem
ocorrer em diferentes tecidos ou substancias de diferentes naturezas podem ocorrer no mesmo
tecido da planta. Métodos histoquimicos tém sido desenvolvidos para analises qualitativa e
quantitativa de muitos componentes celulares, incluindo as proteinas, carboidratos, lipideos,
acidos nucléicos e uma série de componentes i0nicos presentes em solugdes celulares
(GAHAN, 1984). -

Estes métodos, quando associados com vérias técnicas de imagens microscopicas,
podem ser utilizados na identificagdo e localizagdo de muitas substéncias importantes nos
tecidos de animais e plantas (GAHAN, 1984).

Em sementes endospérmicas, o endosperma ¢ referido como uma importante fonte de
nutrientes para o embrido durante a germinacdo. Reservas de proteinas, carboidratos e
lipideos comegam a ser formadas apoOs o periodo inicial do crescimento mitotico. Proteinas
sdo seqiiestrédas em corpos protéicos, carboidratos na forma de:grios de amido ou na
composi¢io da parede celular e lipideos em corpos lipidicos ou oleaginosos (BEWLEY &
BLACK, 1994).

OGUNNOYELA & ESAN (1984) observaram que lipideos, carboidratos e proteinas
representam as trés principais classes de nutrientes orgénicos, substancialmente, retirados dos
cotilédones durante a germinacio.

Os estudos referentes a constituigdo quimica das sementes tém sido bastante
destacados devido a importéncia que desempenham na alimenta¢do humana. Cerca de 70% do
que ¢ consumido mundialmente, ¢ originado diretamente de sementes (BOESEWINKEL &
BOUMAN, 1984). Por esta razdo a maioria das informagdes existentes na literatura ¢ sobre
espécies utilizadas na agricultura (arroz, trigo e soja) e pouco se sabe sobre espécies
selvagens. No entanto, a busca por novas espécies de importancia econdmica tem aumentado
o interesse pela composi¢do quimica dos elementos de reservas presentes nas sementes, em
especial de espécies ndo cultivadas (BEWLEY & BLACK, 1994).

BEWLEY & BLACK (1994) citam que, além dos constituintes quimicos normais

encontrados em todos os tecidos vegetais, as sementes possuem quantidades extras de
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reservas armazenadas como fonte de alimento para manter o crescimento das plantulas e
destaca como principais os carboidratos e proteinas.

Carboidratos como material de reserva podem ser encontrados no embrido,
principalmente nas células dos cotilédones e no endosperma ou perisperma, junto com outros
tipos de reservas (WERKER, 1997). Segundo (BEWLEY & BLACK, 1994), o amido é o
carboidrato de reserva mais comumente encontrado nas sementes. O amido é freqiientemente
encontrado nos tegumentos das sementes. Em certos estagios do seu desenvolvimento &
consumido e desaparece, embora algumas vezes pequenas quantidades remanescentes possam
ser encontradas (WERKER, 1997).

As proteinas de reserva sdo diferentes das proteinas que atuam na constitui¢do celular,
pois sdo metabolicamente inativas (MAYER & POLJAKOFF- MAYBER, 1989). Em
sementes secas, as proteinas podem aparecer sob a forma de discretos corpos protéicos ou
graos de aleurona, limitados por uma membrana. Podem ser localizados no embrido ou no
endosperma e na maioria das espécies sdo encontradas em ambos. Os corpos protéicos podem
servir como material de reserva temporaria nos estagios iniciais do desenvolvimento da
semente, estas estruturas podem ser diferentes estruturalmente e quimicamente podendo
ocorrer dentro da mesma célula ou em tecidos diferentes da semente (WERKER, 1997).

Segundo WERKER (1997), os principais materiais de reserva na semente madura sdo
os corpos protéicos; os corpos lipidicos ou oleossomos (substéncias lipofilicas) e carboidratos
na forma de amido ou como constituintes da parede celular. BEWLEY & BLACK (1994)
afirmam que as reservas alimentares encontram-se depositadas dentro do embrifio,
geralmente, nos cotilédones, embora na Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) estas
reservas ocorram dentro da radicula/hipocotilo ou dentro de tecidos extra- embridnicos. O
autor cita que diferentes reservas podem ser armazenadas em diferentes tecidos. O
endosperma pode ser uma fonte exclusiva de carboidratos, enquanto cotilédones contém
proteinas e lipideos.

 As reservas de carboidratos, lipideos e proteinas presentes nas sementes sdo utilizadas
pelo embrifio como fonte de energia e substrato para estruturas celulares. A utilizagdo de
amido ou de agucares soltveis, dependendo da espécie, € variavel, podendo ocorrer durante a
germinagio ou no estadio de plantulas (BEWLEY & BLACK, 1994).

Com relagdo as espécies de Theobroma, LENCI (2002), através de técnicas de
citoquimica utilizando corantes especificos, localizou nos cotilédones destas espécies a
presenca de grupos radicais sulfatados e carboxilados, polissacarideos neutros, material

protéico e reservas lipidicas. Segundo a autora, através de anilises quimicas das sementes,
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ficou evidenciado que existem diferen¢as na composigdo do principal composto de reserva.
Em T. microcarpum, os principais compostos sdo os carboidratos, enquanto que em T. cacao
e T. obovatum os lipideos s@o os principais. '

CUNHA et al (1997), estudaram as alteragdes que ocorreram na estrutura celular das
améndoas de Theobroma grandiflorum durante o processo fermentativo. Este autor cita que o
Azul de Toluidina e o Xilidine Ponceau, evidenciaram uma redug¢io na camada
parenquimatica durante este processo. O autor ainda cita que a principal substincia de reserva
nos cotilédones de T. grandiflorum possa ser lipideos e que o material estudado também
apresentou abundéncia de proteinas.

Pesquisas histoquimicas tém demonstrado a importdncia destas substdncias no
metabolismo das sementes, principalmente, durante a formacdo, desenvolvimento e
estabelecimento das plantulas. Embora o género Theobroma tenha sido alvo de estudos de
- morfologia classica e técnicas de biologia molecular que serviram de subsidios para a
defini¢io de sua taxonomia, dados referentes aos aspectos histoquimicos com esta finalidade
ainda sfo muito restritos. Devido & importancia econdmica de algumas espécies deste género
trabalhos foram desenvolvidos com 7. cacao que € a espécie atualmente mais explorada e
conhecida. Suas sementes apresentam de 15 a 20% de proteina em peso seco, e cerca de 50%
de gordura (BIEHL et al, 1982; SPENCER & HODGE, 1992 apud SILVA, 2000). Estes
dados foram obtidos a partir de andlise quimica, no entanto, nada consta sobre estudos a
respeito das caracteristicas histoquimicas das sementes.

FIGUEIREDO et al (2001) utilizando métodos bioquimicos e fisiologicos
determinaram a quantidade de amido, agucares totais e redutores em cotilédones, raizes e
folhas de plantulas de 7. grandiflorum. LENCI (2002) caracterizou histoquimicamente e
anatomicamente os cotilédones de 7. cacao, T. microcarpum e T. obovatum.

De uma maneira geral os dados existentes na literatura ainda s3o recentes e limitados
no que se refere a trabalhos de histoquimica aplicados a sementes tropicais. Sabendo da
importancia destas informagdes na elaboraéﬁo de processos tecnologicos e para o melhor
conhecimento da biologia destas espécies, este trabalho teve como objetivo, caracterizar
histoquimicamente as principais substancias de reserva nas sementes maduras do género

Theobroma por meio de utilizag@o de técnicas de histoquimica vegetal.
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Material e Métodos

Foram utilizados frutos maduros, provenientes da Cole¢dio de Theobroma “Addison
O’Neill” e do Banco ativo de germoplasma de cupuaguzeiro ambos pertencentes a Embrapa
Amazénia Oriental, na cidade de Belém no Estado do Para. Para a analise histoquimica o
material foi fixado em uma solugdo de Glutaraldeido 2,5% em Tampdo Fosfato 0,1 M (pH
7,2) por 24 horas a 4°C (RUZIN, 1999). O material foi lavado trés vezes na mesma solugfo
tampdo, em seguida, desidratado em série alcodlica-etilica e posteriormente incluido em
parafina histologica. Este material foi seccionado em cortes transversais e longitudinais na
espessura de 8um a 12um. A desparafinizagdo foi efetuada usando uma bateria de xilol-etanol

e submetidas aos seguintes testes histoquimicos:

A- AZUL DE TOLUIDINA (AT-O): Este corante foi usado para identificar polissacarideos
acidos, através da reagdo de metacromasia. As ldminas contendo os cortes foram tratadas com
~uma solugio aquosa de AT-O 0,5% acidificada com HCI IN para pH 3,0 por 5 minutos,
lavadas em agua destilada, desidratadas em uma série etilica, seguida de um banho em xilol e
montadas com Balsamo do Canad4. (GORDON & McCANDLESS, 1973; McCULLY, 1970).

B- AZUL DE ALCIAN (AB): Esta solu¢do foi usado para deteccdo de polissacarideos
acidos. Os cortes foram corados por 24 horas em solugio aquosa de AB 8 GX a 1%, ajustado
com HCl IN-pH 0,5 (PEARSE, 1985), em seguida foram desidratadas em é&lcool-xilol e

montadas com Balsamo do Canada.

C- ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS): Usado para identificar polissacarideos
neutros. Os cortes foram oxidados com solugdo aquosa de acido periddico a 1% durante 10
minutos, lavados em 4gua corrente e corados com o Reativo de Schiff por 20 minutos. Foram
entdo lavados em agua corrente, desidratados em alcool-xilol e montados com balsamo do
Canada. Como controle negativo 0 mesmo material foi corado sem a passagem pela oxidagio

com o acido periédico (GAHAN, 1984).

D- AZUL BRILHANTE DE COMASSIE (CBB): O CCB (Azul brilhante de Comassie 250
R) é proposto como corante quantitativo para proteinas totais em. células vegetais (GAHAN,
1984). As laminas contendo os cortes foram coradas por 24 horas em CBB 0,02% diluidas em

solu¢do etandlica acidificada de Clarke, posteriormente, lavadas na mesma soluc¢@o, seguida
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de passagem em agua destilada, desidratadas em alcool-xilol ¢ montadas com Bélsamo do

Canadé (GAHAN, 1984).

Resultados
Os testes histoquimicos para proteinas totais, polissacarideos acidos e neutros
demonstraram uma grande variagio entre espécies e diferentes tecidos. Abaixo temos as

reagdes descritas para cada espécie, de acordo com a anélise citoquimica utilizada.

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum

Para a localizagdo de carboidratos neutros, foi utilizado o PAS. Através dos resultados
podemos afirmar que os carboidratos ‘encontram-se principalmente na forma de graos de
amido, nas células do parénquima cotiledonar € como constituintes da parede celular,
indicando a presenca de celulose (Figura 1 A e B).

Quando submetida a reagio de CBB, as células do parénquima cotiledonar reagiram
positivamente. As células desta regifo evidenciaram micleos grandes e parietais, sendo
algumas células binucleadas (Figura 1 C). Os tricomas reagiram positivamente ao teste com
CBB, permitindo visualizar a delimita¢do celular destas estruturas. As células que constituem
os tegumentos ndo reagiram para este teste.

A regiio do eixo embrionario, mostrou-se positiva ao CBB, com as células
evidenciando granulagdes protéicas no citoplasma (Figura 1 D). As células da epiderme
cotiledonar, também, reagiram positivamente ao CBB, entretanto, ndo foi observada presenca
de corpos protéicos. As proteinas encontram-se principalmente na forma de granulages
dispersas no citoplasma, com agregados protéicos no nucleo. Também ficou evidenciado a
presenga de idioblastos com corpos lipidicos (Figura 1 C e D).

Esta espécie, quando submetida ao AT-O, apresentou forte reagdo metacromatica na
regido do tegumento externo, onde estdo localizados os sacos de mucilagem, evidenciando
que o conteado existente nestas estruturas, ¢ um polissacarideos 4cido, provavelmente
mucopolissacarideos (Figura 2 A). A presenga de polissacarideos acidos na regido dos sacos
foi confirmada através da reagfo positiva ao AB (Figura 2 B).

Em 7. grandiflorum, a regiio central do eixo hipocétilo-radicula, mostrou-se
fortemente metacromatico ao AT-O mostrando a existéncia destas substincias acidas também
. nesta regido, e ndo somente no tegumento externo (Figura 2 C). A mesma regido reagiu

positivamente ao AB, mostrando seu citoplasma fortemente positivo (Figura 2 D). A regifo
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correspondente aos espagos intercotiledonares € preenchida por substincias éacidas que
reagiram ao AT-O e ao AB, indicando tratar-se provavelmente de mucilagem.

Podemos ressaltar que embora n3o tenham sido executadas analises para a localizagdo
de lipideos, foi possivel a sua localizagdo em 7. grandiflorum, em idioblastos nas células do

parénquima cotiledonar (Figura 1 C e D).

Theobroma subincanum Mart.

Na andlise para a deteccdo de polissacarideos 4cidos, os sacos de mucilagem no
tegumento externo, mostraram forte reagdo de metacromasia ao AT-O. Esta espécie possui
uma camada mucilaginosa localizada entre os cotilédones, quase adnata a epiderme
cotiledonar (Figura 3 A). Tais observagdes foram confirmadas pelo teste feito com o AB
(Figura 3B e C).

Esta espécie, ao ser submetida ao CBB, evidenciou grande quantidade de material
protéico no citoplasma das células do parénquima cotiledonar (Figura 3 D). Na regido
cotiledonar mais externa (préximo ao tegumento externo), observou-se grande quantidade de
granulagdes protéicas, preenchendo quase que totalmente o citoplasma destas células. Na
por¢do mais interna, estas granulagdes mostram-se mais evidentes, maiores e com formato
esférico, podendo-se observar alguns corpos protéicos (Figura 4 A e B). Assim Como em T.
grandiflorum nédo foram observados materiais protéicos nos tecidos dos envoltorios seminais.
Também foram observados idioblastos com corpos lipidicos no parénquima cotiledonar
(Figura 4 A).

Na determina¢do de carboidratos neutros com a utilizagdo do PAS, na regido
cofrespondente ao parénquima cotiledonar e ao nivel de parede celular, foi evidenciado

grande quantidade de gréos de amido (Figura 4 C e D).

Theobroma speciosum Willd.

Esta espécie quando tratada com o AB foi evidenciado reagdes positivas nos sacos de
mucilagem do tegumento externo (Figura 5 A).
~ Na andlise com o AT-O, foram registradas reagbes de metacromasia nos sacos de
mucilagem do tegumento externo (Figura 5 B) desta forma corroborando com os resultados
obtidos com o AB.
As células do parénquima cotiledonar, mostraram-se PAS positivas. A principal

reserva de carboidratos ocorre na forma de grios de amido, que nesta espécie (em especial),
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mostrou-se elevada, com grdos muito grandes em relagdo as outras espécies estudadas.
Também observou-se reagdes positivas na parede celular (Figura 6 A e B).

T speciosum mostra uma peculiaridade em relagio as outras espécies estudadas. A
regido do parénquima cotiledonar quando submetida ao AB mostra uma quantidade grande de
idioblastos com reacdo positiva, demonstrando um contetdo citoplasmatico semelhante aos
sacos de mucilagem (Figura 6 C e D). Esta mesma regido reagiu metacromaticamente ao AT-
O, mostrando tratar-se de substéincias acidas (Figura 6 E).

Quando submetida ao CBB, o citoplasma das células do parénquima cotiledonar
evidenciou granulagdes protéicas muito pequenas comparadas com as outras espécies
estudadas. O citoplasma destas células é ocupado por uma grande quantidade de granulagdes
de origem nfo f)rotéica, que ndo foi identificado neste estudo (Figura 6 F). No tegumento
desta espécie, também, ndo foi registrado a presenga de corpos protéicos, ou outro tipo de

estrutura da mesma natureza.

Theobroma obovarum Klotzsch ex Bernoulli

Com o teste do AB (Figura 7 A) e AT-O (Figura 7B), foram registradas reagdes
positivas nos sacos de mucilagem do tegumento externo (Figura 7 A e B) e em algumas
regides nos espacos intercotiledonares.

As reagBes ao CBB, seguiram o mesmo padrdo das espécies anteriores. As reservas
protéicas sdo observadas na forma de granulagdes, restritas ao citoplasma das células do
parénquima cotiledonar. Assim como nas outras espécies ndo foram observados corpos
protéicos nos tecidos dos tegumentos (Figura 7 C e D).

Quando utilizado o PAS, os maiores indicativos de carboidratos neutros, ocorreram
sob a forma de grios de amido, restritos a regido do parénquima cotiledonar e na parede

celular destas células (Figura 7 E e F).

Os Hibridos
Theobroma grandiflorum x Theobroma obovatum

Quando submetidos ao AB (Figura 8 A) e AT-O (Figura 8 B e C)os sacos de
mucilagem no tegumento externo mostraram seu citoplasma fortemente reativo.
No teste com o AT-O este hibrido evidenciou o conteudo citoplasmatico dos sacos de

mucilagem com forte reago de metacromasia (Figura 8 B e C).
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Os carboidratos neutros, evidenciados com o uso do PAS, ocorrem sob a forma de
grios de amido, principalmente no citoplasma das células do parénquima cotiledonar e como
nas espécies anteriores, também em nivel de parede celular (Figura 8 D ¢ E).

A presenga de proteinas e corpos protéicos investigada com o uso do CBB, mostrou
que a regifo correspondente ao tegumento externo onde estdo localizados os sacos de
mucilagem, ndo houve reagdo positiva. As proteinas ficaram restritas a regio do parénquima
cotiledonar sob a forma de granulagdes dispersas no citoplasma (Figura 8 F). Estas podem
ocorrer isoladas ou agrupadas. Nota-se uma distribuigdo desigual destas granulagdes entre as
células estando em maior concentragdo na regido mais externa do parénquima cotiledonar. As

células da epiderme cotiledonar também mostraram-se fortemente positivas ao CBB.

Theobroma subincanum x Theobroma obovatum

Ao ser submetido ao AT-O, houve rea¢do de metacromasia nos sacos de mucilagem
do tegumento externo (Figura 9 A). A regido central do eixo hipocotilo-radicula indica a
presenca de polissacarideos acidos, devido & intensa reagio metacromatica observada nesta
regido (Figura 9 B).

Com o AB as reacdes foram positivas nas mesmas estruturas ou seja, os sacos de
mucilagem (Figura 9 C) e na regiéio central do eixo hipocétilo-radicula (Figura 9 D).

A reago do PAS demonstra que a principal fonte de carboidratos, ocorre sob a forma
de grdos de amido presentes no citoplasma das células do parénquima cotiledonar (Figura 10
AeB).

No hibrido 7. subincanum x T. obovatum, as células do parénquima do tecido
cotiledonar mostraram-se fortemente positivas ao CBB, apresentando uma distribuigio
desigual das granulagdes protéicas nas diferentes regides do cotilédone. Algumas regides
mostram-se mais reativas que as outras. Nas regiSes onde a reagio foi mais fortemente
positiva, nota-se a presenga de estruturas protéicas mais arredondadas (Figura 10 C e D).
Como nas espécies anteriores, ndo foram observadas estruturas protéicas na regido dos

tegumentos.

T. grandiflorum x 1. subincanum

Os sacos de mucilagem existentes no tegumento externo e o eixo hipocétilo-radicula,
mostraram reagdo metacromatica, quando em contato com o AT-O respectivamente (Figura

11 AeB)e (Figura 12 D).
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As estruturas citadas acima também tiveram reagdo positiva, quando submetidas ao
AB (Figura 11 C).

No hibrido T grandifiorum e T. subincanum, quando analisadas com o CBB, mostra
que as células dos envoltorios seminais coram-se levemente e somente no limite celular, sem
mostrar uma reagdo positiva no citoplasma. A presenga de proteinas totais é observada apenas
no citoplasma das células do parénquima cotiledonar na forma de granula¢des (Figura 12 A),
ndo sendo observadas formacdes de corpos protéicos. As células da epiderme cotiledonar
mostram-se fortemente positivas. Os nucleos foram bem evidenciados, sendo que, em
algumas células, estas granulagdes estdo aderidas a parede celular.

Na reagdo para carboidratos neutros com a utilizacdo do PAS, os sacos de mucilagem,
reagiram positivamente, além dos polissacarideos ja evidenciados pelo AT-O e pelo AB
(Figura 11 C). Apesar destas estruturas terem reagindo positivamente, a maior ocorréncia de
carboidratos neutros € encontrada na forma de amido, no citoplasma das células do
parénquima cotiledonar (Figura 12 B e C). Também se observou, nesta regido a presenga de

idioblastos contendo corpos lipidicos (Figura 12 C).
Discussdes

A localizag@o de polissacarideos acidos, polissacarideos neutros e proteinas ndo segue
um padrdo nas espécies analisadas, embora, existam semelhangas na distribui¢io, na
composi¢do e na estrutura destes compostos.

Segundo WERKER (1997) na germinagdo, antes do embrido comecar a fotossintetizar ou
obter de outra maneira sua propria nutri¢do, € necessario uma fonte de nitrogénio proveniente
das proteinas que se encontram usualmente na forma de corpos protéicos, e uma fonte de
energia geralmente atraveés dos carboidratos. Nas espécies estudadas, a utilizagdo de técnicas
de histoquimica permitiu uma visualizagdo da distribuigdo de polissacarideos e proteinas
totais nos tecidos das sementes maduras de 7heobroma. Como nas espécies estudadas o
endosperma foi praticamente todo consumido durante o desenvolvimento da semente, as
reservas passam a serem depositadas em outros tecidos, como o parénquima cotiledonar e no

teguﬁlento externo.
POLISSACARIDEOS NEUTROS

A reacgdo de PAS ¢ utilizada para a identificagio de polissacarideos neutros, porque

requer a presenga de grupos 1,2-glicol geralmente presentes nas moléculas de celulose e
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amido que sdo oxidados para aldeidos pelo agdo do acido periddico (TRICK & PUESCHEL,
1990). Em todas as espécies analisadas pode-se observar grios de amido nas células do
parénquima cotiledonar. A reagio do PAS deixa bem evidenciado que este carboidrato
também esta presente na composigdo da parede celular, pois em todas as espécies, a reagdo na
parede ¢é bastante acentuada. Embora possa parecer 6bvio que as paredes celulares reajam ao
PAS, devido a presenca da celulose, devemos lembrar da existéncia de polissacarideos de
reserva de parede celular e que em algumas espécies podem constituir o principal carboidrato
de reserva. De acordo com BUCKERIDGE & REID (1996), os polissacarideos de reserva de
parede celular encontrados em sementes, possuem também a fun¢do de reserva, pois s@o
degradados ap6s a germinagdo da semente e seus produtos utilizados como fonte de energia
para o crescimento inicial das plantulas. Estes polissacarideos podem também desempenhar
fungdes secundarias entres as quais o controle da embebigcdo e distribuicdo de agua nos
tecidos das sementes e expansio celular dos cotilédones. WERKER (1997) também cita que
em certas tribos de Leguminosae a parede celular, das células do endosperma quando bem
desenvolvido ou dos cotilédones possuem carboidratos de reserva, enquanto em outras tribos
somente o amido serve como material de reserva. Nas espécies estudadas as células
parenquimaticas do tegumento nfo se mostraram reativas quando submetidas ao PAS, ficando
esta reagdo restrita as células do parénquima cotiledonar. WERKER (1997) cita que o amido €
encontrado em tegumentos nos estagios iniciais de desenvolvimento da semente, sendo
posteriormente consumido e desaparece na semente madura ou permanece em pequenas
quantidades.

O amido é depositado em organelas intracelulares, denominadas amiloplastos. Em
geral, seus grdos sdo semicristalinos e exibem birrefrigéncia em forma de cruz de malta
quando submetidos & luz polarizada (BANKS & MUIR, 1980 apud AMARAL, 2001). O
formato dos grios pode variar desde formas mais esféricas até aquelas bastante elipticas. A
forma do grdo de amido, em grande parte ¢ determinada pelo conteudo de amilose, pois o
grio de amido se torna mais esférico na medida em que ocorre um aumento do conteado de
amilose, em relagdo ao de amilopectina (BEWLEY & BLACK, 1994). Nas espécies
analisadas, a forma dos gréos segue um padrdo esférico, com exceg¢do em 7. speciosum, onde
os grdo sdo relativamente maiores em relagdo as outras espécies analisadas, chegando a
constituir praticamente quase todo o citoplasma. Além disso possuem uma morfologia
diferenciada. A forma como eles se apresentam nos leva a pensar que trata-se de grdos

compostos, que foram se agrupando. No centro destes grdos nota-se a presenga de uma
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estrutura parecida com um cristal. Estas caracteristicas permitem diferenciar esta espécie das
outras que foram analisadas.

Segundd WERKER (1997), em algumas espécies como em Phoenix dactylifera,
durante a maturagdo da semente, a parede celular das células perdem a capacidade de se
tornarem PAS positivas, fato que se deve ao espessamento da parede na semente adulta. Neste
trabalho as espécies responderam bem ao teste, demonstrando que o teste do PAS ¢ eficaz na
identificacdo de polissacarideos neutros em sementes maduras de Theobroma e nos trés

hibridos analisados.
POLISSACARIDEOS ACIDOS

Mucilagens sdo encontradas nas sementes e frutos em um grande niimero de espécies.
Segundo GRUBERT (1981) cerca de 80 familias de dicotiledoneas possuem espécies cujas as
sementes contem mucilagem. Para WERKER (1997) a mucilagem nas sementes pode estar
presente no tegumento e endosperma, e algumas vezes no embrido, geralmente em
idioblastos. De acordo com a autora, a presenga de mucilagem em ductos ou sacos € um fato
raro. A mucilagem quando presente no tegumento difere entre as espécies principalmente na
composi¢cdo, localizagdo e funge”iO. WERKER (1997) define mucilagem como
heteropolissacarideos de alto peso molecular com poder de absor¢do de dgua e formacgio de
gel. Para WERKER (1997) esta atividade indica que as mucilagens contém consideraveis
quantidades de 4cido galacturdnico néo esterificado. As mucilagens também podem ser acidas
com 4cidos urdnicos ou neutros com auséncia deles. As reagSes de metacromasia que foram
observadas com a utilizacdo de AT-O e AB, nos sacos de mucilagem e nos espacos
intercotiledonares, indicam a presen¢a de substancias acidas.

A metacromasia provocada pelo Azul de Toluidina funciona como um indicador de
polissacarideos acidos (BOUZON, 1999). As propriedades citoquimicas das estruturas
referidas, como sacos de mucilagem, reagiram, metacromaticamente, ao Azul de Toluidina e
coraram-se com o Alcian Blue, indicando que esta regido € rica em polissacarideos sulfatados
(PARKER & DIBOLL, 1966 apud BOUZON, 1999).

As espécies, quando foram submetidas ao AT-O, mostraram uma forte reagio
metacromatica na fegiéo do tegumento externo, onde estdo localizados os sacos de
muciiagem. Estas mesmas estruturas evidenciaram uma reag¢do positiva quando em contato
com o Alcian Blue. Desta forma os resultados com o uso do Alcian Blue corroboram os

resultados mostrados com AT-0.
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As reagdes de parede celular com AT-O diferem quantitativamente e qualitativamente,
segundo as diferentes fragdes 4cidas dos polissacarideos (SCOTT & DORLING, 1965 apud
BOUZON, 1999). Em algumas espécies a parede celular mostrou-se levemente
metacromatica, possivelmente devido a presenca de substancias pécticas.

O Alcian Blue ¢ bastante documentado na literatura de histoquimica animal com
fungfio de diferenciar polissacarideos acidos sulfatados e carboidratos (PEARSE, 1968 apud
BOUZON, 1999). A sua aplicag@o na indica¢do de polissacarideos acidos, foi evidenciada nos

sacos de mucilagem e na regifio central do eixo hipocétilo-radicula.

PROTEINAS

As proteinas podem ser localizadas nos tecidos ou células vegetais de duas formas:
utilizando técnicas que demonstram o conjunto de todas as proteinas ou técnicas que coram
aminoacidos especificos.

BOUZON (1999) afirma que as proteinas sdo os principais constituintes estruturais
das organelas celulares e estdo presentes no citoplasma, como moléculas envolvidas em
diversas rotas metabolicas.

As células do parénquima cotiledonar das espécies estudadas evidenciaram muitas
granulaces protéicas no citoplasma das células, no entanto, ndo foram encontrados corpos
prdtéicos que sio comuns em sementes, como referidos por LOTT (1981) e observado por
ALEMANO et al (1997) em embrides zigoticos de 7. cacao.

AMARAL et al (2001) realizaram um estudo citoquimico de algumas espécies de
Theobroma, onde identificaram proteinas e outros constituintes celulares.

As proteinas nas sementes servem como suprimento de nitrogénio necessario para o
estabelecimento das plantulas. Estas reservas, usualmente, sdo encontradas na forma de
corpos protéicos, geralmente, chamados de grdos de aleurona (BOESEWINKEL &
BOUMAN, 1984). Podem ser classificados em um ou mais de trés tipos comuns em rela¢o &
sua estrutura. Corpos contendo somente proteinas amorfas, corpos com cristais globdides
embebidos em proteinas amorfas e corpos com ambos os cristais globdides e proteinas
cristaloides embebidas em proteinas amorfas (LOTT, 1981).

Depésitos de proteinas, mesmo livres no citoplasma ou envolvidos por uma
membrana, tém sido registrados em muitos tecidos de plantas (LOTT, 1981). O estudo do
armazenamento de depdsitos de proteina vegetal relacionadas a corpos protéicos em sementes

tem sido de grande interesse para muitas angiospermas e gimnospermas, pois Sd0
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responsaveis por fornecerem compostos nitrogenados e minerais para o estabelecimento das
plantulas (LOTT, 1981).

Em muitas dicotileddneas, o volume de armazenamento das proteinas em sementes
esta contido nos cotilédones. Corpos protéicos diferem em sua complexidade estrutural.
Algumas diferengas estruturais podem ser encontradas dentro de uma célula ou dentro de
diferentes regides das sementes (LOTT, 1981). Nas espécies estudadas, podemos observar
que a distribuigdo destas granulagdes protéicas é bastante diferenciada entre as espécies.
Umas possuem bastante granulagdes de tamanho reduzido, enquanto outras possuem poucas
granulagdes, mas com o formato e tamanho de um corpo protéico.

Os compostos fenolicos atuam durante o processo de fermenta¢do do cacao. Estes
compostos encontram-se dentro das células do cotilédone, localizados no interior de vaciolos.
Eles sdo necessarios para a formagdo do “flavor” e atualmente existe um grande interesse nos
polifénois do cacao devido sua atividade antioxidante e possiveis beneficios a saude (BRITO
et al, 2002). Compostos fenodlicos, estdo presentes nas sementes de Theobroma dentro de
idioblastos que possuem um vactolo bem evidenciado. A literatura relaciona estes compostos
com a agdo anti-herbivoria e fungistética, além disso estes compostos participam na formagéo
de complexos de alto peso molecular com os alcaldides teobromina e cafeina, além de

entrarem na composi¢cdo do tegumento externo (ZOBEL, 1996).

Conclussdes

- Através de técnicas histoquimicas utilizadas foi possivel identificar carboidratos e
proteinas nas células do tegumento externo e do parénquima cotiledonar.

- A maior concentra¢do de polissacarideos acidos foi encontrada nos sacos de
mucilagem presentes no tegumento externo, constituindo um sitio de reserva extra-
embridnicos. Mucilagem também reveste os espacos intercotiledonares, onde assume
uma forma filamentosa. A 'utilizagéo de AT-O e AB, foram eficazes para indicagdo
destas substancias também no eixo hipocétilo-radicula.

- Polissacarideos neutros foram observados em grande quantidade nas células do
parénquima cotiledonar. A distribuigio e quantidade, s3o diferentes entre as espécies.

- Polissacarideos s3o sintetizados nas células parenquimaticas, onde também sdo
armazenados, além disso participam na formac¢do da parede celular.

- T. speciosum, pode ser diferenciada através da morfologia dos grios de amido e dos

idioblastos com conteudo acido, presentes no parénquima cotiledonar.



Todas as espécies estudadas, sdo marcadas pela presenga de idioblastos com contetido
fenolico no parénquima cotiledonar. Estes geralmente estdo localizados dentro de
vacuolos e possivelmente estdo associados a presenca de alcaldides.

As proteinas foram evidenciadas na forma de granulagdes dispersas no citoplasma e na
forma de corpos protéicos. Estas estruturas sfo restritas as células do parénquima
cotiledonar.

Em T. grandiflorum os sacos de mucilagem possuem uma composi¢do mista,
indicando a presenga de polissacarideos acidos e neutros.

Proteinas de reserva ndo foram encontradas em células do tegumento.
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Figura 01-T. grandiflorum. A e B- células do parénquima cotiledonar PAS positivas (destacando
grios de amido (seta); C-corpos protéicos (seta) em células do parénquima cotiledonar, idioblastos
com corpos lipidicos (cl); D-células do parénquima cotiledonar CBB positivas evidenciando corpos

protéicos (seta) e corpos lipidicos (cl).

196



Figura 02-T. grandiflorum. A-idioblastos no tegumento externo evidenciando reagdo metacromatica ao AT-

O; B-sacos de mucilagem (sm) com reacdo positiva ao AB; C-sacos de mucilagem (seta) no eixo hipocdtilo
radicula com reagdo metacromadtica ao AT-O; D-sacos de mucilagem (seta) no eixo hipocdtilo-radicula com

reagio positiva ao AB.
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Figura 03- T. subincanum. A-idioblastos no tegumento externo com reagio metacromatica ao AT-O;

B e C-idioblastos no tegumento externo ¢ a regido entre os cotilédones (seta) mostrando rea¢io positiva

a0 AB; D-células do parénquima cotiledonar (seta) CBB positivas com pequenas granulagSes protéicas.
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Figura 04- T. subincanum. A-células do parénquima cotiledonar com citoplasma positivo a0 CBB e

com idioblastos com corpos lipidicos (seta),; B-células do parénquima cotiledonar evidenciando corpos
protéicos (cabega de seta); C e D-células do parénquima cotiledonar PAS positivas com reagio na parede

celular (cabeca de seta) e grios de amido no citoplasma (seta).
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Figura 05- T. speciosum. A-idioblastos no tegumento externo AB positivos; B-canais de

mucilagem no tegumento externo com rea¢io metacromdtica ao AT-O.
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Figura 06- T.speciosum. A e B-células do parénquima cotiledonar PAS positivas com reagdo na
i)arede celular (cabegca de seta) e grios de amido no citoplasma (seta); C e D-idioblastos no
parénquima cotiledonar mostrando reagdo positiva ao AB (seta); E-idioblastos no par€nquima
cotiledonar com reacio metacromatica ao AT-O (seta); E-élulas do parénquima cotiledonar com

reagio positiva ao CBB (seta).



Figura 07- T. obovatum. A- idioblastos no tegﬁmento externo com reagio positiva ao AB; B-
sacos de mucilagem (sm) no tegumento externo com reagdo metacromdtica ao AT-O; C e D-
éranulag:ﬁes protéicas (seta) no parénquima cotiledonar corados com CBB; E e F-células do
parénguima cotiledonar PAS positivas mostrando grios de amido (seta) e parede celular (cabega

de seta) PAS positiva.
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Figura 08- T. grandiflorum x T. obovatum. A-idioblastos com reagdo positiva ao AB : B e C-
idioblastos com rea¢dio metacromatica ao AT-O; D-células PAS positivas no parénguima cotiledonar
_(seta) mostrando grios de amido, parede celular (seta); E- células do parénquima cotiledonar PAS
positivas evidenciando grios de amido (seta) e Parede celular (cabeca de seta); F-células do

parénquima cotiledonar (seta) positivas ao CBB evidenciando corpos protéicos .
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Figura 09-T. subincanum x T. obovatum. A-idioblastos (seta) no tegumento externo com reagdo
metacromatica ao AT-O (seta); B-regifio central do eixo embrionario (*) com reagdo metacromatica ao AT-

O; C-idioblastos no tegumento externo AB positivos; D-regifio central do eixo embrionario (*) AB posifivo.
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Figura 10- 7. subincanum x T. obovatum. A e B-células do parénquima cotiledonar PAS positivas grios de
amido (seta); C e D-células do parénquima cotiledonar (seta) mostrando reagfo positiva ao CBB (evidenciando

algumas granulages protéicas.
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Figura 11-T. grandiflorum x T. subincanum. A e B- idioblastos no tegumento externo com reagdo

metacromdtica a0 AT-O; C-idioblastos no tegumento externo com reagio positiva ao AB; D-detalhe
dos idioblastos agrupados no tegumento externo PAS positivas.
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Figura 12-T. grandiflorum x T. subincanum. A-células do parénquima cotiledonar (seta) CBB positivas; B e
C—células do parénquima cotiledonar (seta) positivas ao PAS e idioblastos com corpos lipidicos (cl); D-reacdo

metacromatica ao AT-O na na regido central do eixo embrionario (*).
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Figura 1: Calos formados em cotilédones do hibrido de Theobroma grandifiorum x T.
obovatum. Os calos marrons escuros sio do "tipo 1", os marrons claros sdo do "tipo 2", ¢
branco do "tipo 3".
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Figura 2: Freqiiéncia de calos formados por tipo de tecido. As médias diferiram entre si
ao nivel de 5%.
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Figura 3: Freqii€ncia de calos formados por frasco em explantes de cotilédones. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5%.
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Tabela 1: Valores médios da proporgio (%) da cobertura de calo por dosagem de
TDZ x tipo de tecido usado no explante.

Tratamento Tecido Média/dosagem
Embrido Tegumento Cotilédone de TDZ
(%) (%) (%) (%)
TDZ 0 2,0 2,0 2,0 2,0
TDZ 5 0,4 0,7 9.1 34
TDZ 10 1,1 0,0 71 2,7
Média/tecido 1,2 0,9 6,1

Tabela 2: Valores médios da propor¢do (%) da cobertura de calo por dosagem de TDZ x

tipo de calo obtido em cotilédones.

Tratamento Tipo de calo Média/dosagem
1 2 3 de TDZ
(%) (%) (%) (%)
TDZ O 8,3 36,5 21 2,0
TDZ 5 4.1 33,3 2,0 15,6
TDZ 10 221 20,9 7.7 13,1
Média/tipo de calo 11,5 30,2 3,9
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Figura 4: EmbriGes somdticos do hibrido de 7. grandiflorum x T. obovatum derivados de calos
obtidos de explante de cotilédone.

10- 122



CALOGENESE DO CACAU (THEOBROMA CACAO), CACAUI (I.SPECIOSUM) E DO
CUPUACU (T. GRANDILFORUM) USANDO 2,4-D E BAP

Giorgini Augusto Venturieri >
Giorgio Cristino Venturieri’

RESUMO: A calogénese, ¢ uma etapa basica para o desenvolvimento de sistemas de
propagacdo massiva de plantas por oragonénese ou embriogénese somatica. E atil também
para produzir células para manipulagdes genéticas como poliploidizagdes, transformagdes e
transferéncia de cromossomos com genes de importdncia econdmica para as espécies mais
comerciais. O género Theobroma tem o cacau, fonte da matéria prima para fabricagio de
chocolate. No presente trabalho a calogénese de 3 espécies deste género (cacau, cacaui e o
cupuagu) sdo avaliadas. Os explantes usados foram postos para desenvolver em condigdes
estéreis em meio de cultura LPm (macro, micronutrientes, vitaminas e aminoacidos do meio)
(Von Amold & Erikson, 1981) acrescido de 4gua de coco (50 ml/l), glucose (20 g/l); 2-4 D (2
mg/l) combinado com BAP nas concentragdes de 0, 1 e 2 mg/l x trés tipos de tecido
(tegumento, cotilédone e embrido). Como gelificante usou-se gelrite a 2,2 g/l. O pH usado foi
5,8. O cotilédone foi o tecido mais responsivo e 0 que gerou maior percentagem de cobertura
de calos friaveis e brancacentos. Observando-se a curva de respostas para o cotilédone, nota-
se que a dosagem ideal de BAP para o cacau estaria em torno de 1mg/l. Para as demais
espécies o maximo foi obtido com 2mg/l mas da indicadores de que se teria uma melhor
performance se esta dosagem fosse aumentada. Houve discrepancia nas respostas aos
tratamentos dentro de cada espécie mostrando ser esta genotipo especifica.

Palavras - chave: cultura-de-tecido, micropropagagio
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CALOGENESIS OF COCOA (T. CACAO), CACAUHI (T. SPECIOSUM) AND CUPUASSU
(THEOBROMA GRANDILFORUMUSING 2,4-D AND BAP

ABSTRACT: Calogenesis is a basic step for the development of systems of mass
propagation of plants by organogenesis or somatic embriogenesis. It is also useful to produce
cells for genetic manipulation as somatic hibridisation, poliploidization, transformation and
chromosome transference carrying genes of economic importance for more economic species.
The Theobroma genus have cocoa, font of materia prima for chocolate industry. At the
present work the calogenesis of 3 species of this genus (cocoa, cacaui and cupuassu) are
evaluated. Explants used were layered to develop in sterile conditions in LPm media (macro,
micronutrientes, vitamins and aminoacids of the media) (Von Armold & Erikson, 1981) added
with coconut milk (50 ml/l), glucose (20 g/l); 2-4 D (2 mg/l) combined with BAP at
concentration of 0; 1 e 2 mg/l x 3 different tissues (tegument, cotyledon and embryo). As a
gelificant was used-se gelrite at 2,2 g/l. The used pH was 5,8. Cotyledon was the most
responsive tissue and generated the highest percentage of white and friable callus. Observing
the curve of response for cotyledon was noticed that for cocoa the ideal dosage of BAP would
be around 1mg/l. For the other species the maximum was obtained with 2 mg/l indicating that
a better performance would be achieved if this dosage would be increased. Discrepancies of
treatment responses within species was observed showing a genotype specificity.

Key words: tissue-culture, micropropagation

INTRODUCAO:

O género Theobroma tem espécies de importancia econdmica mundial, como o cacau,
fonte da matéria prima para fabricagdo de chocolate. O cacaui, nfio tem importincia
econdmica atual. E consumido mais como uma fruta "do mato", algumas vezes encontrado
nas feiras da amazonia (Cavalcante, 1988). No entanto, € uma espécie cujo o perfil da gordura
extraida das suas semente, mais se aproxima da do cacau (Silva, 2000). Desta espécie pode-se
também fazer um excelente chocolate (Ducke, 1953), tornando-a uma possivel suceddneo do
cacau. O cupuagu € outra espécie do género e que comega a ficar importante. Atualmente a
sua polpa vem sendo usada na indiistria de sucos, mas as améndoas ainda s@o pouco utilizadas
embora delas possa ser fabricado um produto similar ao chocolate de cacau e cosméticos
(Venturieri, 1993).

A formagio de calos em um explante, ou seja calogénese, € uma etapa bésica para o
desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por oragonénese ou
embriogénese somatica. E til também quando se deseja produzir células para manipulagdes
genéticas como hibrida¢Ses somaticas, poliploidizagGes e transformagdes.

Das 8 espécies amazdnicas de Theobroma, a propagagdo in vitro de apenas duas
delas tem sido avaliada. Para 7. cacao tem-se feito consideraveis esforgos para estabelecer um
método de propagacdo baseado em cultura de tecidos. Porém, a recalcitrancia in vitro do
cacau e a grande influéncia do genétipo na formagdo de calos dificultou a obtengdo de um
sistema de micropropagagdo via organogénese ou desenvolvimento de gemas axilares
(Orchard et al., 1979; Passey & Jones, 1983; Blake & Maxwell, 1984; Janick & Whipkey,
1985; Dufour & Dublin, 1985; Legrand & Mississo, 1986; Bertrand, 1987; Flynn ef al., 1990,
Figueira ef al., 1991; Figueira & Janick, 1994; Tan & Furtek, 2002). Um sistema eficiente de
propagaciio foi desenvolvido por Li ef al. (1998) com procedimentos para estimular a
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embriogé€nese somatica € a regenera¢do de plantas a partir de tecidos florais (estaminédios),
pela utilizagdo de 3 etapas no cultivo (indu¢do de calos, desenvolvimento de embrides e
regeneracdo de plantas) em combinagdo com o uso da citocinina sintética TDZ (Thidiazuron)
e da auxina sintética 2,4-D. Os resultados de Li et al. (1998) foram os mais promissores, com
100% dos estaminddios cultivados do genétipo Sca6-1 produzindo, em média, 45 embrides
somaticos por estaminddio. Estaminédios de varios outros gendtipos foram testados (num
total de 19 genotipos) e todos foram responsivos as condi¢es de cultura, em taxas que
variaram de 1 a 100 % de eficiéncia, cada qual produzindo em média de 1 a 46 embrides.
Esses resultados demonstraram, uma maior aproximac¢do da utiliza¢3o, no futuro, de embriGes
somaticos obtidos em laboratorio na propagacdo clonal de cacaueiros. Uma outra espécie de
Theobroma estudada foi o cupuagu (7. grandilforum). Embrides imaturos desta espécie foram
retirados de sementes e cultivados em meio MS suplementado com 2,4-D (1mg/l) e agua de
coco (10 ml/l) tendo sido obtido calos (Velho ef al. 1988). Segmentos de eixo embrionario e
de cotilédones foram cultivados em meio MS 1/2 + 2,4-D (1;2;4 e 8 mg/l); sais do MS 1/1
(SIGMA) acrescido de ANA (3mg/l); sais do N6 (SIGMA) 4g/l + 2.4-D (0;2;4 mg/l) e ANA
(0;3;5 mg/l); sais do N6 (SIGMA) acrescido somente de ANA (3mg/l). Calos brancos e
brilhantes foram observados nos explantes testado no meio MS + 2,4-D (1 e 2 mg/l). A
combina¢do de ANA (3 mg/l) e 2,4-D (2mg/l) promoveram a formagdo de calos brancos e
raizes, mas ndo foi quantificada a sua eficiéncia em relagdo aos demais tratamentos (Ferreira
et al 2001). Ainda no género Theobroma foi estudada a calogénese do hibrido
interespecifico 7. grandiflorum x T obovatum . Os explantes usados (tegumento, cotilédone e
embrido) foram cultivados em meio LPm mais dgua de coco (50 ml/l), glucose (20 g/1); 2.4 -
D (2mg/1); Thidiazuron - TDZ nas concentragdes de 0; 5 € 10 pg/l, carvdo ativado (2 g/l) em
gelrite (2 g/l) a um pH de 5,8. Os explantes de cotilédones foram os que formaram calos em
maior freqiéncia. Para este, notou-se que ndo houveram diferengas tanto para tipo de calo
como para dosagem de TDZ. Foi observado que quanto menor a dosagem de TDZ maior a
freqiiéncia de calos obtidos. Nao foi constatada interagdo entre tipo de calo/frasco x dosagem
de TDZ (Venturieri & Venturieri, 2003).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a calogénese de 3 diferentes tecidos
obtidos da semente como o primeiro estagio para a obtengdo de plantulas in vitro de trés
espécies do género Theobroma, o cacau o cacaui e o cupuagu.

MATERIAL E METODOS

Frutos completamente desenvolvidos, porém ndo completamente maduros e ainda
portando o pedinculo e um pedaco de ramo, das espécies: cacau (7. cacao matrizes CA-1, CA
-2.e CA -3, procedentes do experimento JICA - competi¢io de progénies); cupuacu (7.
grandiflorum matrizes GR 215; GR 624 e GR 1047, procedentes do experimento JICA -
competicio de clones) e cacaui (7. speciosum matrizes SEC31X SEC44Z SEC48X,
procedentes da colecdo "Addison O'Neil"). Todas as matizes estdo localizados na EMBRAPA
- Amazonia Oriental em Belém - PA. Os frutos foram coletados em 16/10/2001 e envolvidos
em papel jornal, mantidos em sacos plasticos e transportados para Florianopolis - SC. No dia
seguinte, os sacos plasticos foram abertos e mantidos a temperatura ambiente dentro de
laboratério por 4 dias quando foram entfo usados. Para a obtenc¢do dos explantes, o fruto foi
inicialmente esterilizado por imersio em Etanol 95% (1 min.) seguido de imersdo em solugdo
de hipoclorito de sédio 40:60 v/v do produto comercial com 2,5% de cloro ativo: dgua, mais
3 gotas de detergente de uso doméstico (20 min.). As sementes foram extraidas do fruto e
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despolpadas dentro do fluxo laminar e re-imersas em uma nova solugio de hipoclorito na
mesma concentragdo no tempo ja citados. Foram entdo enxaguadas 3 vezes em agua
deionizada estéril por 1 minuto em cada vez. Os explantes, (tegumento, cotilédone e embriZo)
retirados das sementes, foram postos para desenvolver em condi¢Ges estéreis em meio de
cultura LPm (macro, micronutrientes, vitaminas ¢ aminoacidos do meio) (Von Arnold &
Erikson, 1981) acrescido de agua de coco (50 ml/l), glucose (20 g/l); 2-4 D (2 mg/l)
combinado com BAP nas concentragdes de 0; 1 e 2 mg/l x trés tipos de tecido. Como
gelificante usou-se gelrite a 2,2 g/l. O pH usado foi 5,8. Para cada tratamento, foram
utilizados 2 frascos, com capacidade para 500 ml, cada um contendo 40 ml de meio. Em cada
frasco foram, colocados 5 explantes (repeticdes). As culturas foram mantidas no escuro, a
temperatura de 22 + 2 °C. No dia 22/11/2001, 33 dias ap6s a colocag@o nos meios de cultura,
a emissdo de calos foi avaliada pela sua presenga/auséncia e extensdo da propor¢do da area
exposta do explante (acima do meio de cultura) que formou calo. A qualidade do calo foi
avaliado subjetivamente atribuindo-se nota de 1 a 3 sendo: 1 calos amarelados, transhicidos
formando uma superficie lisa; 2 = calos amarelados, levemente opacos e friaveis; 3 = Calos
brancacentos, opacos, brilhantes e fridveis.

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados para o arco seno da raiz de
p, onde p = a propor¢do (Sokal & Rohlf, 1981) e submetidos a analise de varidncia. A
comparagdo de médias foi feita pelo teste de # de Student usando o pacote estatistico Bioestat
(Ayres et al., 1998). Graficos e tabelas foram elaborados usando a freqiiéncia de calos (em
porcentagem) e percentagem de cobertura dos calos do tipo 3 obtidos por tratamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas trés espécies estudadas a formagfio de calos iniciou-se ao longo da segunda
semana de cultivo, a partir de pontos que se expandiam, e recobriam a superficie do explante.
Os calos do tipo 2 e 3, considerados de média a elevada capacidade embriogénica tiveram
comportamento semelhante em cada dosagem de BAP aplicada. Os calo do tipo 1,
considerado como de menor capacidade embriogénica, mostrou-se negativamente associados
aos de maior capacidade embriogénica, sugerindo que a formacio do calo 1 € um estagio
primario de desenvolvimento inibido de prosseguir em dire¢do aos calos do tipo 2 e 3 (figura
la,bec).

Em todas as espécies os tecidos que mais responderam a formacio de calos foram os o
embrido e o cotilédone (tabela 1). O tegumento teve uma resposta muito pequena e
possivelmente devido a resquicios de cotilédone que permaneceram aderidos a ele causando
uma falsa impressdo de que seria a "nucela" que estaria gerando calos, que estudos
anatdmicos mostraram nao esta presente nas espécies estudas (Santos, em preparacao).
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Figura 1: Tipo de calo obtido por dosagem de hormonio. a) Cacao (7. cacao); b) Cacaui (7.
speciosum) e ¢) Cupuacu (T. grandiflorum).



Tabela 1: Freqiiéncia média de explantes responsivos por espécie. Valores seguidos de

mesma letra ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%.

Espécie Variedade Freq. de explantes responsivos (%)
Embrido Tegumento Cotilédone

Cacao CA-1 66.7 0.0 70.0
CA-2 30.0 0.0 100.0
CA-3 50.0 0.0 80.0
Média 48.9a 0.0b 83.3a

Cacaui SEC31X 100.0 0.0 40.0
SEC447Z 0.0 20.0 10.0
SEC48X 0.0 20.0 100.0
Média 33.3a 13.3a 50.0a

Cupuagu GR215 30.0 0.0 90.0
GR624 0.0 0.0 20.0
GR1047 0.0 30.0 0.0

" ' Média 10.0a 10.0a 36.7a

Média geral 30.7 7.8 56.7

Uma avaliagdo mais pragmatica seria através da propor¢do de cobertura do explante
com calos do tipo 3 devido ao seu maior potencial embriogénico. Com base nesta variavel sdo
apresentadas a seguir as estatisticas por cada espécies estudada.

Cacau

Os valores médios por variedade estdo apresentados na tabela 2. A dosagem de BAP 1
foi a mais efetiva para induzir calo do tipo 3, dando em média 6% de cobertura e o cotilédone
o tecido que mais apresentou-se coberto com calos do tipo 3 com um média de 9,0% (figura
2). Os tecidos tegumento e embrifio ndo diferiram estatisticamente entre si tendo apresentado

os piores resultados (tabela 2).
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Tabela 2: Valores da propor¢éo de calo do tipo 3 por tratamento em cacau (7. cacao). Médias
seguidas de mesma letra nfo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5%.

Variedade Tecido BAPO |BAP1 [BAP2 |Média/tecido
CA1 Embrido 1.11 3.33 1.40
CA?2 - Embrido 0.00 0.00 0.50 1.03 a
CA3 Embrido 0.00 2.20 0.70
média/dosagem de BAP 0.37 1.84 0.87
CA1l Tegumento 1.00 0.00] . 0.20
CA2 . Tegumento 0.00 0.00 0.00 0.13a
CA3 Tegumento 0.00 0.00 0.00
média/dosagem de BAP 0.33 0.00 0.07
CAl Cotilédone 0.00; 11.00f 12.00
CA2 Cotilédone 6.20 9.60 8.56 9.56 b
CA3 Cotilédone 420 28.00 6.50
média/dosagem de BAP 3.57| 16.20 9.02
Média geral/dosagem de BAP 2.09a 9.02b| 498a

5

e 20.00

‘g 15.00 —e— Embrido

o 9o

Q § 10.00 —=— Tegumento

8 5.00 Cotilédone

g _

2 0.00

o BAP 0 BAP 1 BAP 2

Dosagem do horménio

Figura 2: Efeito da dosagem de hormonio sobre a formacio de calos do tipo 3 em cacau (7.
cacao).

: Para o cacau ndo foi evidenciada intera¢do entre dosagem do horménio, tipo de tecido
do explante e variedade usada (tabela 3).
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Tabela 3: Resultado da analise de Varidncia para interagio entre os tratamentos aplicados
para o cacau (1. cacao) usando a variave] arco seno da raiz da propor¢@o de cobertura com

calos do tipo 3.

FONTES DE GL SQ oM F (p)
VARIACAO

Dosagem de BAP (A) |2 0.0439 0.0220 -— -—
Explante (B) 2 0.3653 0.1826 — -—-
Variedade (C) 2 0.0071 0.0036
Intera¢do A x B 4 0.0637 0.0159 2.8711 0.0954
Interacdo A x C 4 0.0241 0.0060 1.0836 10.4264
Interago B x C 4 0.0358 0.0089 1.6120 0.2614
Erro (AxB x 0) 8 0.0444 0.0056 — —

Se o efeito de variedade for excluido da analise, nota-se que foi significativo para a
dosagem de BAP e altamente significativo para tipo de explante. NZo houve interagdo
significativa entre os dois fatores, embora o resultado da analise de indicadores que ela exista

(tabela 4).

Tabela 4: Resultado da analise de Variancia para efeito da dosagem o horménio, tipo de

explante e interagdo entre estes fatores, aplicados para o cacau.

FONTES DE VARIACAO |GL |{SQ QM F P
Dosagem de BAP (A) 2 0.0439 0.0220 3.5482 0.0491*
Explante (B) 2 0.3653 0.1826 29.5087 0.0000 ***
Interacdo (A x B) 4 0.0637 0.0159 2.5751 0.0723
Erro 18 0.1114 0.0062 -—- -—-

Cacaui

Os valores médios por variedade estdo apresentados na tabela 5. A dosagem de BAP 2
foi a mais efetiva para induzir calo do tipo 3, dando em média 2,7% de cobertura e o
cotilédone o tecido que mais apresentou-se coberto com calos do tipo 3 com um média de

1,7% (figura 1), (tabela 1).

Para o cacaui ndo foi evidenciado efeito da dosagem de hormdnio ou tipo de tecido e
nem interagio entre dosagem do horménio, variedade ou tipo de tecido usado no explante

(tabela 6) (figura 3).
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Tabela 5: Valores da proporcédo de calo do tipo 3 por tratamento em cacaui (7. speciosum).

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5%.

Variedade Tecido BAPO |BAP1 [BAP 2 |Média/tecido
SEC 31X Embrido 1.2 3.3 2.3
SEC 447 Embrido 0.0 0.0 0.0 0.8 a
SEC48Y Embrido 0.0 0.0 0.0
média/dosagem de BAP 0.40 1.11 0.77
SEC 31X Tegumento 0.0 0.1 0.0
SEC 447 Tegumento 0.0 0.0 0.0 0.0 a
SEC48Y Tegumento 0.0 0.0 0.0
média/dosagem de BAP 0.00 0.03 0.00
SEC 31X Cotilédone 0.3 0.2 0.4
SEC 44Z Cotilédone 0.0 0.0 0.0 1.7 a
SEC48 Y Cotilédone 0.0 0.4 13.6
média/dosagem de BAP 0.10 0.20 4.67
Média geral/dosagem de BAP 0.25a] 0.67a 2.72a
5.00

L

3

o 4.00

o =

g 3.00 —eo— Embrido

= -m— Tegumento

'§ 2.00 Cotilédone

Q

T 1.00

Q.

2

o 0.00

BAP O BAP 1 BAP 2
Dosagem do horménio

Figura 3: Efeito da dosagem de horménio sobre a formaciio de calos do tipo 3 em cacaui

(T. speciosum).
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Tabela 6: Resultado da analise de Varidncia para interagdo entre os tratamentos aplicados
para o cacaui (1. speciosum).

FONTES DE GL SQ QM F (p)
VARIACAO

Dosagem de BAP (A) |2 0.0106 0.0053 — -—
Explante (B) 2 0.0187 0.0093 - —
Variedade (C) 2 0.0226 0.0113 -—- -—-
Interacdo Ax B 4 0.0205 0.0051 1.1030 0.4186
Interacio Ax C 4 0.0186 0.0046 1.0024 0.4608
Interagdo B x C 4 0.0540 0.0135 2.9097 0.0928
Erro (AxB x () 8 0.0371 0.0046 - -—

A exemplo do que foi feito para o cacau, a analise foi refeita excluindo-se o efeito de
variedade, ndo apresentado diferenca significativa para dosagem do hormdnio e tipo de tecido
(tabela 7).

Tabela 7: Resultado da analise de Varidncia para efeito da dosagem o horménio, tipo de
explante e interagdo entre estes fatores, aplicados para o cacaui (7. speciosum).

FONTES DE VARIACAO [GL [SQ QM F D
Dosagem de BAP (A) 2 0.0106 0.0053 0.7203 0.5040
Explante (B) 2 [0.0187 0.0093 1.2707 0.3047
Interagdo (A x C) 4 0.0205 0.0051 0.6961 0.6067
Erro 18 0.1323 0.0073 -—- -—-
Cupuagu

Os valores médios por variedade estdo apresentados na tabela 8. Houve diferenga
s1gn1ﬁcat1va para a dosagem de BAP sendo a BAP 2 foi a mais efetiva para induzir calo do
tipo 3, dando em média 2% de cobertura. O tegumento e o cotilédone foram os tecido que
mais apresentaram-se cobertos com calos do tipo 3 respectivamente com médias de 0,7 e
0,6% (figura 4). Os tecidos ndo diferiram estatisticamente entre si (tabela 8).
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Tabela 8: Valores da propor¢do de calo do tipo 3 por tratamento em cupuagu (7.
grandiflorum). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel
de 5%.

Variedade Tecido BAP O |BAP1 |BAP 2 [Média/tecido
GR 215 Embrido 0.3 0.0 0.7
GR 624 Embrido 0.0 0.0 0.0 0.1a
GR 1047 Embrido 0.0 0.0 0.0
média/dosagem de BAP , 0.10 0.00 0.23
GR 215 Tegumento 0.0 0.0 0.0
GR 624 Tegumento 0.0 0.0 0.0 0.7 a
GR 1047 Tegumento 0.0 0.0 6.1
média/dosagem de BAP 0.00 0.00 2.03
GR 215 Cotilédone 0.0 0.0 45
GR 624 ' Cotilédone 0.0 0.0 0.5|- 0.6 a
GR 1047 Cotilédone 0.0 0.0 0.0
média/dosagem de BAP 0.00 0.00 1.67
Média geral/dosagem de BAP 0.05a] 0.00a] 1.97b

o 5.00

8

o 4.00

© i

g 3.00 —e— Embrido

E . —=— Tegumento

‘§ 2.00 Cotilédone

[}

T 1.00

o.

L

o 0.00 i ==

BAP 1 BAP 2

Dosagem do horménio

BAP 0

Figura 4: Efeito da dosagem de hormdnio sobre a formagio de calos do tipo 3 em cupuagu
(T. grandiflorum).

Para o cupuagu n3o foi evidenciada interagido entre dosagem do horménio, variedade
ou tipo de tecido usado no explante (tabela 9). Também ndo houve efeito da dosagem de
hormonio ou tipo de tecido (tabela 10) (figura 4).
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Tabela 9: Resultado da andlise de Varidncia para intera¢do entre os tratamentos aplicados
para o cupuagu (7. grandiflorum).

FONTES DE GL SQ oM F (P
VARIACAO

Dosagem de BAP (A) |2 0.0255 0.0127 - -
Explante (B) 2 0.0014 0.0007 - —
Variedade (C) 2 0.0042 0.0021 -— ---
Interagio Ax B 4 0.0069 0.0017 0.3483 0.8385
Interacio Ax C 4 0.0055 0.0014 0.2777 0.8837
Interacdo B x C 4 0.0211 0.0053 1.0616 0.4355
Erro (AxB x C) 8 0.0397 0.0050 - -—-

Tabela 10: Resultado da analise de Varidncia para efeito da dosagem o hormonio, tipo de
explante e interagdo entre estes fatores, aplicados para o cupuacu (7. grandiflorum) usando a
varigvel cobertura com calos do tipo 3.

FONTES DE VARIACAO |GL |SQ oM F P
Dosagem de BAP (A) 2 10.0585 0.0127 3.2554 0.0609
Explante (C) 2 1.6007 0.0007 0.1788 0.8385
Interacgdo (A x C) 4 3.8481 0.0017 0.4413 0.7789
Erro 18  [37.3600 0.0039

A grande discrepancia dos valores entre os genotipo interferiu na acuidade da analise
de varidncia, mas analisando-se os dados por variedade, fica evidente que o cacaui e o
cupuagu apresentaram resposta especificas para cada genotipo. Por exemplo, a variedades de
cacaui 31X mostrou-se responsiva para o tecido embrido, mas as demais ndo. O cupuacu (7.
grandiflorum) ha um gendtipo que somente gerou calo do tipo 3 no tegumento (var. GR1047)
e nos demais tecidos nfio, ou seja o inverso do observado nos demais genétipos, que geram
calos no embrido e cotilédone, mas ndo geraram no tegumento (tabela 8). Logo ha fortes
indicios de que, a exemplo do observado para o cacau (Tan & Furtek, 2002) a resposta de
cada tecido esta associada ao gendtipo de origem.

Para as trés espécies usadas o cotilédone foi o tecido mais responsivo € 0 que gerou
maior percentagem de cobertura de calos friaveis e brancacentos. Observando-se a curva de
respostas para o cotilédone, nota-se que a dosagem ideal de BAP para o cacau estaria em

torno de 1mg/l. Para as demais espécies esta dosagem dé indicadores de que se teria uma

melhor performance se fosse aumentada.

O protocolo de Li ef al. 1998 obteve maior sucesso na indugdo de calos usando o
meio DKW com o uso de 2-4D associado com TDZ. Para Tan & Furket. (2003) que usou os
mesmos hormdnios, mas nos meios DKW e MS, observou que o DKW foi bom para o clone
AMAZ12 enquanto o MS o foi para o clone CAB64, ou seja mostrando também um resposta
genotipo especifica para o tipo de meio. O meio LPm, usado no presente trabalho € parecido
com o meio MS, mas a exemplo do observado por Tan & Furket (2003) o uso de outros meios
poderé trazer efeitos melhores em certos gendtipos e por isto deverdo ser testados.

Outros autores também optaram pelo uso da sacarose como fonte de carbono em
cultivos in vitro de cacau (Pence et al., 1979; Lopez-Baez et al., 1993; Figueira & Janick,
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1993; Alemanno ef al., 1996). Precedentes na literatura indicam que a fonte de carboidrato
pode influenciar o grau e o tipo de diferenciagio e, desta forma, a eficiéncia na regeneragio
de plantas (Strickland er al., 1987, Chu ef al., 1990; Swedlund & Locy, 1993; Navarro-
Alvarez et al., 1994). Li et al. (1998) usaram glicose como fonte de agicar. De fato, esses
autores comentam, em seu artigo, uma reac@o de hiper-sensibilidade desenvolvida por tecidos
de T. cacao cultivados em meios nutritivos contendo outros agucares que nio a glicose. Tan &
Furket (2003) usaram no meio DKW uma mistura de sacarose e glucose, com bons resultados,
0 que poderia ser uma alternativa a ser testada.

O uso de tecido como o cotilédone tem o inconveniente de ndo ser util para a
clonagem de matrizes ja testadas, mas pela facilidade de obtengdo e reposta apresentou-se
como um excelente tecido para a geracio de calos passiveis de virem a ser usados em
manipulagdes genéticas.

O uso da combinagdo 2-4D + TDZ ndo foi testado ainda para o cacaui e cupuagu mas
até o momento tem sido os hormdnios mais efetivos para a formac¢do de calos embriogénicos
para o cacau (Li et al., 1998; Tan & Furket, 2003).
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ASPECTOS ESTRUTURAIS E ANATOMICOS DE SEMENTES DO
GENERO THEOBROMA L. (STERCULIACEAE).

Seidel Ferreira dos Santos’
Giorgini Augusto Venturieri’

RESUMO-(Aspectos estruturais e anatomicos de sementes do género

Theobroma L. - Sterculiaceae). 7. grandiflorum, T. speciosum, T. subincanum e T.
obovarum sdo espécies silvestres afins ao cacau (7. cacao L.), de grande interesse para o seu
melhoramento genético. As informacSes sobre a estrutura das sementes de espécies
amazoOnicas sdo relativamente escassas. Neste trabalho sdo apresentados estudos anatdmicos
de tais espécies e de trés de seus hibridos mais promissores. Foram utilizadas técnicas usuais
de anatomia vegetal e microscopia (Fotdnica e Eletrdnica). As espécies estudadas sdo
semelhantes quanto & estrutura do tegumento e no padrio das células do parénquima
cotiledonar. Anatomicamente, distinguem-se pela disposicio dos estratos celulares dos
envoltdrios seminais. Foi determinada a presenca de sacos de mucilagem no tegumento
externo de todas as espécies e no parénquima cotiledonar de 7. speciosum. A presenca de uma
camada de células em palicada no tegumento interno a diferenciam de outras espécies da

familia.

PALAVRAS CHAVES: idioblastos, sacos de mucilagem, tricomas glandulares.

' Eng. Agrénomo; MSc. em Recursos Genéticos Vegetais
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INTRODUCAO

Varios autores apontam a falta de conhecimento das estruturas das sementes de
espécies florestais, principalmente tropicais. Tratando-se de espécies amazdnicas estas
informa¢des tornam-se ainda mais limitadas. CRESTANA & BELTRATI (1988), ressaltam
que muitos dos principios bioldgicos e informagdes sobre sementes sdo relativos a espécies de
florestas temperadas e nfo servem para os tropicos. Dessa forma cresce a necessidade de
realizar estudos de morfologia e anatomia para melhor se conhecer a biologia destas espécies.

As principais contribui¢des para o conhecimento atual da estrutura do tegumento das
sementes das angiospermas se devem aos trabalhos de NETOLITZKY (1926) e CORNER
(1976).

O desenvolvimento dos tegumentos das sementes tem inicio no momento em que o
6vulo € fecundado mas a forma como este desenvolvimento ocorre fornece um conjunto de
caracteristicas da espécie importantes na caracterizagdo da estrutura da semente madura
(CORNER, 1976; BELTRATI, 1994). Estes autores, ressaltam a importancia e significancia
taxondmica e ecologica destas caracteristicas nas dicotileddneas, no entanto sugerem estudos
do ovulo e de ontogenia, pois estruturas aparentemente idénticas podem ter origens
ontogénicas diversas.

A denominagdo “testa” tem sido utilizada para designar o envoltério da semente como
um todo, embora na classificagio de CORNER (1976), seja referido para o tegumento
externo.

Embora alguns trabalhos, utilizando técnicas de biologia molecular, tenham sido
realizados a fim de tentar estabelecer a biossistematica do género Theobroma (WHITLOCK
& BAUM, 1999; FIGUEIRA, 1992; FIGUEIRA et al, 1994; SILVA, 2000); as contribui¢des
sobre os aspectos estruturais das sementes deste género, a partir dos trabalhos de anatomia e
morfologia, continuam sendo de importdncia na sistematica de Sterculiaceae e do género
Theobroma.

~ CORNER (1976) menciona que na familia Sterculiaceae, as sementes sdo pequenas a
largas, a testa geralmente com menos camadas que o tégmem, ambos com varias camadas de
células, endotesta e endotégmen com ou sem cristais, Ovulos mais ou menos eretos ou
transversais.

O primeiro trabalho que abordou a morfo-anatomia de uma espécie do género
Theobroma foi realizado por CUATRECASAS (1964) onde ele descreveu a espécie

Theobroma cacao L. Posteriormente CORNER (1976) fez uma abordagem mais completa,
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descrevendo caracteristicas anatdmicas desde o desenvolvimento do évulo, e fazendo também
inferéncias para outros géneros da familia Sterculiaceae.

BARROSO (1999) e CORNER (1976) descreveram como caracteristicas gerais para
as sementes de 7Theobroma, a presenca de dois tegumentos (testa e tégmen), um embrido axial
com formato elipsoide, cotilédones espessos, densos e dobrados em torno do eixo hipocétilo-
radicula.

CUATRECASAS (1964), descreveu as sementes de Theobroma da seguinte forma:
uma testa geralmente espessa € subcoriacea, com uma epiderme externa coberta por uma
cuticula espessa, uma camada espessa de células poliédricas e mucilaginosas e uma camada
reduzida de células esclerificadas. O mesmo autor cita que o tegumento interno € uma fina
membrana de varias camadas de c€lulas achatadas e paredes finas. Quanto ao embrido o autor
se refere como largo, formado por dois cotilédones corrugados e um eixo radicular
desenvolvido. O endosperma na semente madura tem a forma de uma fina pelicula, contendo
células com cristais de oxalato de célcio. Os cotilédones possuem uma epiderme com
tricomas glandulares € um tecido de reserva rico em amido, aleurona e substancias alcaloidais.

CORNER (1976) citou as seguintes caracteristicas para 7. cacao: As sementes
possuem de 15 a 30 mm de comprimento, com coloragdo marrom avermelhada a marrom
escuro. Testa maci¢a com uma epiderme externa ndo especializada com paredes levemente
espessadas, uma hipoderme externa constituida de células alongadas radialmente, algumas se
transformando em sacos de mucilagem. Tégmen muito mais fino que a testa. O endosperma €
reduzido a uma unica camada de células ao redor do embrifio. A coloragio do embrido varia
entre os tons chocolate a violeta. Os cotilédones sdo espessos, dobrados e com superficie
pilosa. O autof ressalta que as informagdes sobre anatomia das sementes de 7. cacao ainda
sdo insatisfatorias.

Atualmente a espécie 7. cacao tem sua descricdo anatdmica inserida na farmacopéia
brasileira devido sua importéncia farmacoldgica e industrial bastante conhecida. A descrigdo
macro e microscopica da semente de 7. cacao também, podem ser encontradas em
OLIVEIRA & AKISSUE (1991). Neste trabalho os autores realizaram uma descrigio
anatbmica, delineando os estratos celulares e estruturas que formam a semente. Assim a
estrutura da semente madura pode ser definida da seguinte forma:

1-Um invélucro externo composto de uma fileira de células tabulares, recobertas por
uma cuticula espessa, 2-Uma camada intermediaria bem desenvolvida, formada por varias
fileiras de células poliédricas, irregulares, alongadas tangencialmente, e contendo na parte

externa grande sacos mucilaginosos, formados pela fusdo de algumas células. Na parte interna
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desta camada encontram-se longos feixes fibro-vasculares; 3-Uma camada mais ou menos
continua de células com paredes espessas e esclerificadas, em formato de “U”; 4-Uma camada
de tecido parenquimatico formada de células muito achatadas tangencialmente; 5-A epiderme
cotiledonar geralmente ornamentada e o parénquima cotiledonar (Figura 1).

CUNHA et al, (1997) observou mudangas estruturais que ocorreram em sementes de
T. grandiflorum, quando submetidas ao processo de fermentac@o. Este autor observou, através
do uso dos corantes Azul de Toluidina e Xylidine Ponceau, uma redugdo na espessura da
camada parenquimatica do tegumento.

DANGOU et al (2002) analisaram as caracteristicas histologicas e bioquimicas de 7.
cacao, durante as fases de desenvolvimento da semente. Estes autores observaram que,
durante o desenvolvimento da semente o endosperma é degenerado.

LENCI (2002) realizou uma descricdo anatOmica e citoquimica de 7. obovatum, T.
cacao e T. microcarpum dos cotilédones definindo-os como formados pelas seguintes
estruturas: epiderme; mesofilo, onde se encontram as células parenquimaticas de reserva;
idioblastos com polifenois, e os feixes vasculares. Segundo a autora, as células do parénquima
cotiledonar de T. cacao e T. obovatum ndo apresentam um formato, predominante, nota-se
também a presenca dos espagos intercelulares e idioblastos com polifendis no mesofilo.

Alguns trabalhos realizados com sementes de 7. grandiflorum tratam de sua utilizagdo
para a inddstria chocolateira, viabilidade para a germinagdo e transformagles fisicas e
quimicas, (GATO, 1992, ARAGAO, 1992; VASCONCELOS, 1999). Nestes trabalhos, a
maioria das consideragBes € relacionada aos cotilédones, onde geralmente ocorrem as
transformagdes bioquimicas no processo de fermentacdo, etapa comumente provocada para a
formacdo do “flavor” durante a fabricagdo do chocolate. As informagdes sobre a estrutura dos
tegumentos nas sementes de Theobroma costumam ser ignoradas por serem os cotilédones
sempre referidos como o uUnico tecido de reserva e a parte aproveitada industrialmente. No
entanto, a retirada dos tegumentos durante o processamento industrial tem sido um empecilho,
pafa algumas espécies do género como cupuagu (7. grandiflorum).

Devido & importincia econémica e ecologica deste género para a regido amazonica, e
a falta de informagOes existentes que definissem o aspecto estrutural das sementes de
Theobroma, abrangendo as espécies ndo cultivadas e os hibridos, foi realizado um estudo
sobre a estrutura anatdmica com o objetivo de fornecer contribuigdes para estudos de

taxonomia, ecologia, analise de sementes, melhoramento genético e aplicagdes tecnologicas.
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MATERIAL E METODO

O material foi onundo da colecdo “Addison O’Neill” (Figura 2), pertencente a
Embrapa Amazdnia Oriental, em Belém, PA (1" 53°S 48" 46°W). Os estudos foram realizados
no laboratério de anatomia vegetal do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) e no

laboratério de anatomia vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Microscopia de Luz: |

As amostras foram fixadas em FAA 50, sob condi¢des de vacuo em um dessecador,
por 24 h e desidratadas em série etandlica (JOHANSEN, 1940). Apos a desidratagdo o
material foi infiltrado e incluido em parafina histologica (SASS, 1951) e logo e seccionado
com micrétomo rotativo (Reichert Jung modelo 1130), com aproximadamente 10 um de
espessura, corados em Safranina e Fast Green (SASS, 1951), sendo posteriormente montados
em Balsamo do Canada, segundo técnicas usuais em anatomia vegetal (KRAUS & ARDUIN,
1997). Os registros fotogréaficos foram executados com um fotomicroscopio LEICA MPS 30,

no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV):

Segmentos de 0,2 cm x 0,2 cm de diferentes partes das sementes, foram fixados em
solugdo Glutaraldeido 2,5% em Tamp3o Fosfato 0,1 M (pH 7,2) por 24 horas a 4°C (RUZIN,
1999). Este material foi lavadd trés vezes na mesma solugdo tampdo e em seguida desidratado
em série etandlica progressiva e posteriormente através da substituicdo do etanol por COZ
liquido (critical drying point) (BOZZOLA & RUSSEL, 1992) e posteriormente metalizados
com ouro. As imagens foram obtidas no Laboratério Institucional de Microscopia Eletrénica
de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi, utilizando-se um microscopio eletrénico

LEO modelo 1450 VP.
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RESULTADOS

Anatomia da semente

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum

Pode-se distinguir trés regides distintas: o tegumento (envoltério seminal), os
cotilédones e o eixo hipocotilo-radicula. O eixo hipocétilo-radicula € bem desenvolvido,
cilindrico e alongado, posicionado na regido basal da semente, fortemente unido aos dois
cotilédones plicados que ocupam quase todo o espago no interior das sementes. Apresenta
apenas resquicios de endosperma, caracterizando-se como semente ndo-endospérmica.

A superficie do tegumento € irregular, com a presenca de fibras e material
remanescente da camada de polpa que envolve a semente (Figura 08 A). O tegumento €
revestido por uma epiderme, que em vista frontal, possui células alongadas periclinalmente,
revestida por uma cuticula espessa e tricomas simples, cilindricos e alongados (Figura 08 B e
C). No parénquima pode-se observar um estrato de células que em seccio paradérmica
apresentam-se irregularmente alongadas, intercaladas por grandes sacos de mucilagem,
notadamente na parte interna, ¢ podem apresentarem-se agrupados ou isolados (Figura 08 D,
E e F), podendo-se também observar a presenca de feixes vasculares e cristais em forma de
drusa ainda no parénquima sub-epidérmico (Figura 09 A).

A caracteristica distintiva do tegumento interno € uma camada paligadica conspicua,
formada por células esclerificadas originada da epiderme externa, do tegumento interno
(Figura 09 A e B). O tecido parenquimatico apresenta-se compactado e formado por poucas
camadas. A epiderme interna € formada por células irregulares e alongadas de coloragdo
marrom com conteudo fenolico. Esta se apresenta justaposta a epiderme cotiledonar.

Os cotilédones s@o revestidos por uma epiderme formada de células com formato
irregular a arredondado. A epiderme cotiledonar apresenta dois tipos de tricomas glandulares
pluricelulares, que sdo formados por 6 a 9 células, apresentando uma haste longa ou curta
(Figura 10 B, C e D). Em vista frontal a regio cotiledonar é constituida por um parénquima
formado por células poliédricas com uma grande concentragio de grdos de amido no
citéplasma, com nucleos bem evidenciados. As células sdo regulares, arredondadas e com
paredes ndo lignificadas. Nota-se também a presenca de feixes vasculares e varios idioblastos
com conteudo fenolico (Figura 10 A). |

Na regifio do eixo hipocotilo-radicula, as células pareriquiméticas apresentam uma

leve diferenciacdo. S#o células heterodimensionais, com grande quantidade de compostos
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fenolicos. Na regido central do eixo, nota-se a presenca de células com conteudo 4cido

(Figura 11).

Theobroma obovartum Klotzsch ex Bernoulli

A estrutura anatdmica da semente madura ¢ muito semelhante & descrita para 7.
grandiflorum.

O tegumento externo possui uma epiderme composta por uma camada de células de
formato tabular e com paredes espessadas com a cuticula também espessa e lignificada e um
parénquima sub-epidérmico, formado por aproximadamente 10 camadas de células, bastante
irregulares, com a presenca de sacos de mucilagem, que podem ser grandes ou de tamanho
reduzido, encontrando-se agrupados ou isolados (Figura 12 A, B e C). O eixo embrionario na
semente madura mostra-se bastante desenvolvido, na regido central nota-se a presenga de
estruturas com contetdo &cido como ocorre em 7. grandiflorum (Figura 12 E e F).

O tegumento interno é menor em relagio ao tegumento externo. E formado por uma
camada continua de células parenquimaticas, delimitada por uma faixa de células lignificadas
e esclerificadas, alongada anticlinalmente, com lumen evidente, lembrando o formato de uma
ampulheta que se desenvolve a partir das células da epiderme externa (Figura 13 A). Feixes
vasculares sdo encontrados na parte inferior deste parénquima sub-epidérmico (Figura 12 G),
o qual € limitado por uma epiderme interna, constituida por células simples e alongadas no
sentido periclinal e com paredes ndo lignificadas, com a presenca de muitos cristais
prismaticos e drusas (Figura 13 B e C).

Os cotilédones sdo delimitados por uma epiderme constituida de células
isodiamétricas, com grande quantidade de mucilagem nos espagos intercelulares. A presenca
de tricomas pluricelulres € observada ao longo de toda a epiderme cotiledonar, podendo-se
distinguir dois tipos caracteristicos: pluricelulares esféricos e pluricelulares alongados (Figura
13 E e F). As ceélulas epidérmicas apresentam paredes celulosicas e citoplasma impregnado

por tanino, e as periclinais externas e anticlinais mostrando espessamento lamelar.

Theobroma speciosum Willd.

O tegumento externo € formado por uma epiderme constituida de células
heterodimensionais alongadas periclinalmente (Figura 14 A). No parénquima do tegumento
externo sdo observados cristais em forma de drusa (Figura 14 C). Os sacos de mucilagem
presentes no tegumento externo ocorrem com menor freqiiéncia e em menor tamanho (Figura

14 A, B e C). O tegumento interno, assim como nas espécies 7. grandiflorum e I. obovatum,
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é constituido por uma camada de células palicadicas, bastante esclerificadas, que se origina
apartir da epiderme externa do tegumento interno, o restante € formado por células
parenquimaticas com formato irregular que se apresentam compactadas e algumas bastante
degeneradas (Figura 14 D, E e F).

Os cotilédones sdo revestidos por uma epiderme, formada de células irregulares. O
parénquima cotiledonar ¢ formado por células com parede celular bem delimitada,
heterodimensionais de formato arredondado e com citoplasma denso. Pode-se observar,
somente nesta espécie, a presenca de idioblastos que apresentam uma estrutura semelhante
aos sacos de mucilagem do parénquima do tegumento externo, ocorrendo em grande
quantidade, tamanhos variados e composi¢do histoquimica semelhante aos sacos de
mucilagem no tegumento externo (Figura 15 A, B e C). Assim como ocorre nas espécies 7.
grandiflorum e T. obovatu‘m, nota-se a presenca de tricomas pluricelulares na epiderme
cotiledonar e em algumas extensdes desta epiderme pode-se observar alguns estématos

isolados (Figura 15D e E).

Theobroma subincanum Mart.

De uma maneira geral a morfologia externa da semente segue o mesmo padrio das
outras espécies seguindo a estrutura demonstrada na (Figura 01), onde se distingui uma
camada externa (polpa), os tegumentos e o embrigo.

A superficie do tegurhento externo, quando analisada em vista frontal, mostra-se
bastante ondulada (Figura 16 A). E revestida por uma epiderme constituida de células
arredondadas com paredes lignificadas. O parénquima do tegumento externo, apresenta
células irregulares, alongadas periclinalmente diferenciando-se em sacos de mucilagem
(Figura 16 B e C), estas estruturas tarﬁbém, sdo encontradas na parte inferior desta camada
parenquimatica. Entre as células do parénquima também observamos alguns cristais em
drusas.

O tegumento interno possui menos camadas de células em relagdo ao tegumento
externo. Possui como caracteristica marcante uma camada de células bastante esclerificadas e
lignificadas, que também foi observado nas outras espécies em estudo. Esta camada
desenvolve-se apartir da epiderme externa do tegumento interno, que além desta camada de
células esclerificadas, apresenta uma camada parenquimética bastante compactada e uma
epiderme interna, com células regulares, mais ou menos arredondadas, que possui sua

superficie rica em cristais (Figura 16 E e F)
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O endosperma apresenta-se bastante reduzido, este penetra nas anfractuosidades dos
cotilédones, onde assume a forma de massa triangular que a4 medida que penetra, vai
diminuindo de espessura € termina formando uma membrana muito delgada.

Os cotilédones sdo delimitados por uma epiderme, com células arredondadas com
contetido citoplasmatico aparentemente de natureza fenolica (Figura 17 A e B). Apresenta
tricomas pluricelulares, esféricos e alongados (Figura 17 C e D), nos espagos
intercotiledonares, entre duas epidermes, podemos observar a presen¢a de drusas (Figura 17
B). As células do parénquima cotiledonar so de formato regular, arredondadas, ricas em

contetdo fendlico e com citoplasma denso (Figura 17 A).

Os Hibridos

T. obovatum x T. subincanum

O tegumento externo € constituido por uma epiderme externa formada por células
aproximadamente isodiameétricas. Abaixo da epiderme encontra-se uma camada de células
parenquimaticas, com a presenca de feixes vasculares. Assim como ocorre nas outras espécies
descritas podemos observar a presenga de sacos de mucilagem no tegumento externo, estes
ocorrem no tecido parenquimatico (Figura 18 A, B e C).

O tegumento interno € delimitado por uma camada de células de formato cubdides,
com paredes bastante espessas, esclerificadas e lignificadas (Figura 18 A e D). Esta camada
de células em palicada € seguida de uma camada reduzida de células parenquimaticas que
separa a epiderme interna do tegumento interno da epiderme cotiledonar e o parénquima
cotiledonar. O parénquima cotiledonar por sua vez € constituido por células
heterodimensionais com parede celular ndo lignificada, estas células apresentam-se ricas em
conteudo lipidico e amido (Figura 18 C) e com nucleos bem evidenciados (Figura 19 B),
podemos observar também a presenga de feixes vasculares (Figura 19 C). Na regido entre as
epidermes cotiledonares observa-se a presenca de drusas (Figura 19 C) e também de conteudo
mucilaginoso. A epiderme cotiledonar apresenta tricomas glandulares que podem apresentar
uma haste longa ou podem ser esféricos (Figura 19 D). O eixo hipocétilo-radicula apresenta-
se desenvolvido. Na regiio central, foi possivel observar em MEV a presenca de estruturas de

reservas envolvidas por uma membrana, estes apresentam um aspecto globoso (Figura 19 A).

T. grandiflorum x T. subincanum
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Tegumento externo constituido de uma epiderme externa formada por células
tabulares, alongadas periclinalmente e tricomas simples filiformes (Figura 20 A e B). Abaixo
da epiderme observamos um extrato de células parenquimaticas irregulares, contendo uma
grande quantidade sacos de mucilagem em diferentes fases de desenvolvimento (Figura 20 C).
Nota-se também a presenga de feixes vasculares (Figura 20 E).

O tegumento interno € demarcado por uma faixa de células ligeiramente alongadas no
eixo anticlinal, com paredes lignificadas e esclerificadas, definindo um contorno em formato
de “U” (Figura 20 D). Este tegumento também apresenta uma fina camada parenquimatica
contendo drusas e por uma epiderme interna provida de uma cuticula espessa (Figura 21 A e
B). Como observado em 7. speciosum e 1. subincanum. O parénquima cotiledonar possui
células arredondadas, ricas em amido, e com algumas granulagbes de natureza fendlica.
Podemos observar que, entre as anfractuosidades dos cotilédones, existem restos de
endosperma que assume uma forma triangular (Figura 20 F).

A epiderme cotiledonar destaca-se pelo intenso contetido fendlico, e apresenta

tricomas glandulares septados, alongados e esféricos (Figura 21 C e D).

T. grandiflorum x T. obovatum

O tegumento externo é composto por uma epiderme nfo especializada, provida de
cuticula espessa. Destaca-se ainda a presenga de tricomas unicelulares simples. Abaixo segue
um estrato de células pa_renqﬁiméticas onde se nota a presenca de sacos de mucilagem e feixes
vasculares (Figura 22 A e B). O tegumento interno ¢ delimitado por uma camada de células
cubdides, com paredes espessas e lignificadas, definindo um contorno em formato de “U”
(Figura 22 E). O mesofilo parenquimatico ¢ destacadamente mais espesso do que o observado
nas outras espécies analisadas, € formado por células de formato arredondado (Figura 20 C e
D).

A epiderme cotiledonar € formada por células arredondadas com presenga de conteado
fenélico no citoplasma. Podemos observar nesta espécie dois tipos de tricomas pluricelulares:
estelares com “bragos” alongados e cilindricos (Figura 23 A e B). O parénquima cotiledonar é
muito semelhante ao encontrado nas outras espécies de Theobroma, suas células apresentam
formato arredondado e vérias inclusdes no citoplasma, conferindo-lhe um aspecto denso,
apresenta também grande quantidade de idioblastos com conteudo fendlico. As paredes
celulares destas células sdo delgadas e ndo lignificadas, formadas basicamente por celulose

(Figura 23 C).
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DISCUSSAO

ANATOMIA DO TEGUMENTO
O tegumento das espécies de Theobroma, é formado por camadas distintas de células

parenquimaticas e células esclerificadas. Em cada tegumento existem caracteristicas
anatdmicas que merecem destaque, pois s3o peculiares de algumas espécies e outras so
comuns ao género.

O conhecimento da estrutura dos tegumentos como ferramenta de importdncia na
taxonomia, foi revista por NETOLITZKY (1926); CORNER (1976); BOESEWINKEL &
BOUMAN (1984). CORNER (1976) propds que a classificagdo de ordem e superordem
poderiam ser baseada nas caracteristicas da testa, como uma caracteristica peculiar e
intrinseca das angiospermas.

CORNER (1976), considera Theobroma uma excegdo dentro da familia Sterculiaceae,
pois, pode-se notar que a testa ou tegumento externo constitui a maior parte dos envoltorios
seminais, sendo que nos outros géneros da familia o tegumento interno constitui a maior parte
dos envoltorios seminais. Em 7. grandiflorum, devemos observar que a epiderme que reveste
0 tegumento externo apresenta tricomas simples filiformes, uma caracteristica que a
diferencia das outras espécies em estudo. A presenga de tricomas na epiderme externa da testa
¢ considerada por WERKER (1997) como uma ocorréncia pouco comum. Segundo a autora
estas estruturas sfo caracteristicas de algumas familias como Malvaceae, Asclepiadaceae,
Saliaceae enquanto em outras familias eles sdo ausentes ou aprecem esporadicamente, € que
diferentes tipos de tricomas, tais como projegdes da epiderme ou somente papilas, podem ser
encontrados dentro de um mesmo taxon. Quanto a fungfo dos tricomas em sementes,
WERKER (1997), cita que em muitas espécies, os tricomas desempenham algum papel na
dispersdo, aumentando a superficie de contato da testa, se estes tricomas s@o mucilaginosos,
podem ser relacionados com a mixospermia e hidrocoria. Uma outra funcgéo foi levantada por
BHATTACHARYA & SAHA (1991) apud WERKER (1997), seria a de retencdo de agua
pelos tricomas. A presenca de tricomas na epiderme externa, ndo foi observada no tegumento
das outras espécies em estudo.

O tegumento também € provido de longos feixes vasculares, estes estdo presentes em
todas as espécies estudadas. Segundo WERKER (1997) a principal funcdo do suprimento
vascular € o transporte de minerais e dgua, necessarios para o desenvolvimento do 6vulo e a
sintese e acumula¢do de materiais de reserva. Quando a semente atinge a maturidade o fluxo

de agua pelos feixes vasculares € reduzido.
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As variagdes na estrutura da testa das sementes dependem, de um lado, de
caracteristicas especificas do 6vulo no que se refere a0 nimero e espessura dos tegumentos e
arranjo do tecido vascular, e do outro das modifica¢des sofridas pelos tegumentos durante o
desenvolvimento da semente e maturacdo (ESAU, 1974). Os &vulos de Theobroma sio
anatropos e bitegumentados. Deve-se observar que o potencial ontogénico dos ovulos
bitegumentados é geralmente maior que o dos ovulos unitegumentados, sendo assim as
sementes unitegumentadas t€m envoltorio mais simples, com o numero de camadas de células
parenquimaticas e esclerificadas reduzidas (BELTRATI, 1994).

O desenvolvimento da parede do Ovulo para a formagdo dos tegumentos, pode se dar
por divisdo celular periclinal ou anticlinal ou por crescimento celular, onde temos o
crescimento por alongamento radial (camada paligadica de células prismaticas com facetas
hexagonais) ou por alongamento tangencial. Na divisdo celular periclinal, temos o aumento
no nimero de camadas de células, o que foi denominado por CORNER (1976) como método
multiplicativo, enquanto que na divisdo celular anticlinal, ocorre o aumento no numero de
células em cada camada, este sendo chamado de método n3o multiplicativo. CORNER
(1976); BELTRATI (1994) citam que ambos os métodos de crescimento podem ocorrer
conjuntamente, como naqueles 6vulos que se transformam em sementes grandes como as de
Theobroma, ou pode haver predomindncia de um deles. O método multiplicativo produz
envoltérios seminais macigos e complexos como os encontrados nas familias Myristicaceae,
Annonaceae, Clusiaceae, Fabaceae e Bombacaceae. J& o método ndo multiplicativo, os
tegumentos sdo bem mais simples, geralmente sdo sementes pequenas, onde as células apenas
crescem ¢ se diferenciam, como ocorre nas familias Caryophylaceae, Papaveraceae,
Gesneriaceae e Scrophulariaceae.

Nas espécies estudadas a forma como os tegumentos se apresentam na semente
madura, nos leva a pensar em um crescimento através do método multiplicativo, pois o
tegumento externo, possui varias camadas de células parenquimaticas, e algumas ce€lulas
diferenciadas como os sacos de mucilagem presentes no parénquima. Especial atengdo deve
ser dada para estas estruturas, pois sfo encontradas em todas as espécies estudadas, sendo
mai$ freqliente em algumas como 7. grandiflorum e 1. subincanum, onde temos sacos de
mucilagem de véarios tamanhos, agrupados ou isolados, ja em 7. speciosum e 1. obovatum,
estas estruturas estdo presentes, mas em pouca quantidade. CORNER (1976) registra a
presenca de sacos de mucilagem no tegumento externo de 7. cacao, no entanto na literatura,

eram inexistentes informagdes sobre estas estruturas em outras espécies do género.
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As sementes com tegumentos multiplicativos, s8o caracteristicas de familias
primitivas, sdo geralmente sementes grandes. Para o género Theobroma, CORNER (1976)
sugere um super crescimento com minima diferenciagdo de tecidos, este autor cita que o
desenvolvimento do zigoto € suprimido no quinto dia apds a polinizagdo. No caso das
familias onde ocorre as sementes denominadas supercrescidas “Overgrown seeds” as camadas
celulares dos envoltorios, multiplicam-se sem que haja diferenciagdo dos caracteres tipicos da
familia nos tegumentos (CORNER, 1976; BELTRATI, 1994). Estes autores relatam que no
final do desenvolvimento, se os tegumentos da semente ndo forem amassados pelo
crescimento do endosperma e do embrido, permanecem como um envoltério de paredes finas
em torno da semente. O crescimento pelo método multiplicativo € tido como uma
caracteristica primitiva dentro da escala de evolugdo. Segundo BELTRATI (1994) a evolugio
tem levado a uma perda do carater multiplicativo, no entanto também, pode levar a um
excesso de multiplicagdo como ocorre nas sementes chamadas supercrescidas.

Em uma semente madura, pode-se encontrar um embrifdo, quantidade variavel de
endosperma ou sua auséncia e o tegumento (ESAU, 1974). E possivel observar que na
maioria das sementes, a grande parte dos tegumentos sdo degenerados e possivelmente
absorvidos por outros tecidos em desenvolvimento (FANH, 1990) a exemplo do que foi
observado por DANGOU et al (2000) em T. cacao, onde demonstrou que o endosperma foi
todo reabsorvido durante o desenvolvimento, CORNER (1976) também, observou que nas
sementes de 7. cacao, o endosperma ¢ bastante reduzido, fato também constatado neste
trabalho onde o endosperma encontra-se ausente, quando presente este tecido € constituido de
uma fina camada de células.

Em algumas familias as caracteristicas estruturais sio mais uniformes como o que
ocorre em Leguminosae, que possui uma exotesta tipica com uma linha licida bem visivel
(CORNER, 1976, WERKER, 1997). Embora a estrutura do tegumento seja determinada
geneticamente, esta pode ser modificado por outros fatores, como tipo de fruto, densidade de
sementes por fruto e fatores externo (WERKER, 1997)

Nas espécies estudadas o tegumento interno, apesar de possuir um numero menor de
camadas de células parenquimaticas quando comparado com o tegumento externo, tem
participagio fundamental na estruturagio do tegumento na semente madura. E no tegumento
interno que se encontra a principal camada mecénica, que consiste em uma camada em
palicada, bastante lignificada, apartir da epiderme externa do tegumento interno. A presenca
de uma camada pali¢adica no tegumento das sementes foi revista por CORNER (1976) onde o

autor faz uma classificagdo, de acordo com a localizagdo da camada mecinica principal.
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Segundo este autor, para as sementes de dicotiledoneas que apresentam testa caracteristica sio
chamadas sementes testals e as que possuem o tégmen caracteristico, sdo denominados
sementes tégmicas. O autor citado acima destacou na ordem Malvales a presenga de uma
palicada exotégmica, com células apresentando alongamento radial e lamen obliterado. Isto
ocorre com todas as espécies analisadas, onde se nota a ocorréncia desta camada de células
bastante lignifcadas, no tegumento interno, originada a partir da epiderme externa. Seguindo a
classificagdo de CORNER (1976), estas sementes se enquadram como sementes exotégmicas
(camada mecanica principal originada a partir da epiderme externa do tegumento-interno).

Ha evidéncias de que a estrutura do tegumento interno na semente madura, foi
comprimido durante o desenvolvimento do embrido, que em 7Theobroma é bastante
desenvolvido e ocupa grande parte da semente. Por esta razdo grande parte das camadas
parenquimaticas encontram-se compactadas, sendo a camada em palicada o Unico estrato
celular que pode ser visualizado de forma integra.

Durante o desenvolvimento da semente o tegumento participa na transferéncia de
material de reserva. A acumula¢iio temporéria de material de reserva é necessaria para o
desenvolvimento de varias partes da semente em diferentes periodos. O amido € mais
comumente encontrado nos tecidos de reserva temporério, muito raramente encontram-se
reservas no tegumento da semente madura, algumas vezes encontra-se proteinas,
remanescentes que ndo foram usadas como reservas temporarias ou estdo como reservas para
a germinacdo do embrido (WERKER, 1997).

Quanto a fun¢io do tegumento, podemos citar que na semente em desenvolvimento, o
tegumento atua como rota para transporte e conversdo de aminodcidos e agucares do pericarpo
para o saco embriondrio, assim como para o proprio desenvolvimento do tegumento
(TURNER, 1975; THORNE, 1985; MURRAY, 1979 a, 1987, 1988 apud WERKER, 1997).

WERKER (1997), cita que o tegumento durante o processo de desenvolvimento da
semente acumula material de reserva, servindo como tecido temporario de reserva, também
atua na troca gasosa, além de servir como protego contra a disseca¢do e injuria mecanica.

Nas sementes desenvolvidas, age na prote¢do do embrido maduro contra a dissecagdo
e danos fisicos e biologicos. Em algumas espécies onde a semente ¢ a unidade de dispersdo, o
tegumento algumas vezes desenvolve algumas estruturas especializadas como sarcotesta, arilo
e asas (WERKER, 1997).

O tegumento atua como regulador da entrada de dgua, em alguma espécies mantém a
dorméncia prevenindo a absor¢do de agua ou trocas gasosas. Em alguns casos serve como um

tecido de reserva para a germinagio (WERKER, 1997).



FANH (1990) atribui o melhor desenvolvimento do tegumento externo a adaptagio
para a protegdo mecdnica ou perda de umidade, enquanto o tegumento interno ndo ¢
especializado. '

No presente trabalho algumas das caracteristicas gerais citadas por CORNER (1976)
podem ser encontradas nas espécies 1. grandiflorum, T. obovatum, T. speciosum, T.
subincanum e nos trés hibridos. As sementes destas espécies podem ser reconhecidas pela
presenga no tegumento externo, de células no parenquiméticas que se diferenciaram e
segundo o autor acima citado deram origem as estruturas conhecidas como saco de
mucilagem. Em todo o material analisado estas estruturas estiveram presentes, apenas a
quantidade e tamanho era variavel entre as espécies analisadas.

A presenca de mucilagem e células mucilaginosas foi retratada por (FANH, 1990;
CORNER, 1976; CUTTER, 1998; BOSEWINKEL & BOUMAN, 1988). De uma forma
geral, os autores fazem relagdes desta substancia com a adaptagio e dispersdo das sementes.
Foi observado em todo o material estudado a presenca de mucilagem nos espagos
intercotiledonares e como conteudo das estruturas encontradas no parénquima do tegumento
externo chamado de sacos de mucilagem. A denominac¢do sacos de mucilagem foi empregada
por CUATRECASAS (1964) e posteriormente por CORNER (1976) para designar as células
do parénquima do tegumento externo de 7. cacao que se diferenciavam e tinham seu volume
aumentado e passavam a produzir mucilagem, vale lembrar que o autor ndo faz mengdo em
sua obra sobre testes histoquimicos utilizados para identificar a natureza desta substéancia.

Segundo METCALF & SHALK (1983) a presenca de canais mucilaginosos nas
angiospermas, € considerada como um cardter diagnéstico importante para a taxonomia,
ROTH (1971) também cita a presenga de canais de mucilagem no pericarpo de 7. cacao. No
presente trabalho podemos observar que a existéncia destas estruturas € um fato comum a
todas as espécies e inclusive nos hibridos, a diferenga ocorre na quantidade destas estruturas
ou se estdo agrupadas ou isoladas. A presenga de mucilagem dentro de sacos, € considerada
pér WERKER (1997), como sendo de ocorréncia rara, no entanto de acordo com as
caracteristicas observadas no presente estudo, podemos atribuir como sendo peculiar do
género.

ANATOMIA DOS COTILEDONES

Nas sementes de Theobroma, a parte mais desenvolvida € o cotilédone com a maioria

das substéncias de reserva armazenadas no parénquima cotiledonar. B um fato bem conhecido

na literatura que, em sementes ndo endospérmicas ou naquelas em que o endosperma é
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bastante reduzido, como foi observado em Theobroma, os cotilédones podem desempenhar
uma dupla funcio de armazenamento e sintese, como ocorre com as sementes de espécies do
género Phaseolus, Cornus e Pisum (KOSLOWSKY, 1972).

Segundo CORNER (1976) o embrido em 7Theobroma possui coloragdo marrom
achocolatado ou violeta; cotilédones espessos e dobrados com superficie puberolar, tricomas
simples, cilindricos, obtusos proximamente septados. As células da epiderme cotiledonar,
obedeceram um padrdo semelhante para todas as espécies estudadas, sio células irregulares
mais ou menos arredondadas com um citoplasma denso, e aparentemente com intensa
atividade metabodlica. As células da epiderme s@o impregnadas por material fenolico. No
mesofilo dos cotilédones uma caracteristica marcante € a presenca de idioblastos com
polifendis. Estas estruturas sdo encontradas dentro de células vacuolizadas. Durante a
fermentag@o do cacau no processo de fabricag@io do chocolate, estes componentes participam
na formag¢do do “flavour”. Atualmente existe um grande interesse nos polifendis de cacau,
devido a sua atividade antioxidante e seus possiveis beneficios para a saude (BRITO ef al,
2002). Segundo a literatura estas substancias estdo geralmente localizadas dentro de vactiolos,
associadas a alcaloides formando complexos. Em 7. cacao, os polifendis estdo associados a
presenca de teobromina e cafeina (JAENICKE, 1973 apud LENCI, 2002).

A epiderme cotiledonar possui tricomas glandulares, multicelulares, presentes em
todas as espécies analisadas. Em algumas espécies como em 7. grandiflorum, existe uma
quantidade muito grande de tricomas em estagios iniciais de desenvolvimento e totalmente
desenvolvidos. Tricoma do tipo estelar foi encontrado no hibrido 7. gramndiflorum x T.
obovatum, que também apresenta tricoma glandular como em 7. obovatum.

PAOLI (1995) cita que os tricomas e seu possivel papel na planta como defesa tém
sido alvo de estudos dos sistematas, evolucionistas e ecologistas. Segundo a autora para os
taxonomistas, 0s tricomas apresentam um valor diagndstico, porque certos tipos de tricomas
sdo mais comuns em um género do que em outro. Os tricomas encontrados nas espécies
estudadas, possuem a mesma morfologia dos tricomas encontrados nas estruturas vegetativas
de T. cacao e T. grandiflorum (CUATRECASAS, 1964).

Segundo FANH (1990) os tricomas glandulares estdo diretamente relacionados com a
secrecdo de varias substincias, como solugdes salinas, solu¢des agucaradas (néctar), terpenos
e polissacarideos.

De acordo com CORNER (1976) tricomas ndo ocorrem em sementes ariladas ou

sarcotestais. Neste estudo nfo foram observados tricomas na testa das sementes, com excegio



de T. grandiflorum que possui longos tricomas filiformes na epiderme externa do tegumento
externo.

Os tricomas sdo mais bem evidenciados na epiderme cotiledonar e sdo muito
semelhantes aos descritos por NAKAYAMA et a/ (1996) quando analisou folhas adultas de T.
cacao. Estes autores citam a ocorréncia de dois tipos de tricomas glandulares, muito
semelhantes aos encontrados na epiderme cotiledonar das espécies analisadas.

Com a utilizagdo de MEV foi possivel a visualizacdo de tricomas simples filiformes na
superficie do tegumento externo de 7. granmdiflorum. Aparentemente estes tricomas est@o
relacionados com a presenga de material mucilaginoso na superficie, somente nesta espécie
verificamos este tipo de tricoma. Os tricomas da epiderme cotiledonar apresentam morfologia
distinta e talvez possuam fung¢des diferenciadas.

A separagdo entre os tegumentos e os cotilédones em 7. grandiflorum durante a fabricago do
chocolate significa um entrave, pois os tegumentos permanecem aderidos aos cotilédones,
comparando com 7. cacao, espécie de facil descorticamento. Podemos fazer algumas
inferéncias com base nos aspectos anatdmicos: A propria estrutura dos cotilédones na semente
de T. cacao, permite que haja um espaco, entre a epiderme interna do tegumento interno e a
epiderme cotiledonar. Em 7. grandiflorum, assim como em 1. subincanum e 1. speciosum,
isto ndo ocorre, ndo se observa a presenca deste espago, devido os cotilédones ocuparem
grande parte da semente, especialmente em I. grandiflorum. Com o aumento da pressdo
exercida pela expansdo dos cotilédones sobre o tegumento interno, ocorre um achatamento
das cé€lulas parenquimaticas do tegumento interno em decorréncia da existéncia de uma
camada mecédnica no tegumento interno, que em 7. gramdiflorum ¢ notadamente mais

desenvolvida. Esta camada possui paredes bastante espessas e lignificadas.
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CONCLUSAO

¢ O tegumento externo das espécies estudadas pode ser bem caracterizado pela presenca dos
sacos de mucilagem nos primeiros estratos de células que compdem as varias camadas
parenquimaticas. Estas estruturas se diferenciam e tornam-se muito maiores que as demais
células parenquimaticas. A presenca dos sacos de mucilagem é uma caracteristica comum

em 7. grandiflorum, T. speciosum, T. subincanum, T. obovatum e nos trés hibridos.

e A presenga dos sacos de mucilagem, no tegumento externo pode esta relacionado com a
impermeabilidade que este tecido confere a entrada de 4gua no embrido, tendo em vista

que a retirada dos tegumentos acelera a germinag@o.

e Podemos também pensar em um tecido de reserva extra-embridnico, seria interessante
fazer o acompanhamento da germinacdo, para observar se estas reservas contidas nos

sacos de mucilagem s3o utilizadas durante o processo.

e O eixo embrionario, na maioria das espécies estudadas, possui estruturas que funcionam
como uma bolsa armazenadora de polissacarideos acidos, estas estruturas sdo semelhantes
ao sacos de mucilagem do tegumento externo, pela proximidade é evidente que este

conteudo seja usado no processo de germinagao.

e Como o tecido endospermético nas sementes maduras é quase ausente ,as células do

parénquima cotiledonar assumem a sintese e acumulagdo de substincias de reservas.

e As células do parénquima cotiledonar apresentam citoplasma denso e demostram uma

attvidade intensa. Mesmo ap0s a fixacdo, os nucleos mostraram-se bastante evidentes.

e Em todas as espécies analisadas o tegumento interno € caracterizado pela presenca de uma
camada paligadica bastante esclerificada. Esta camada mec8nica € originada na epiderme
externa do tegumento interno, sendo assim todas as espécies e hibridos possuem sementes
exotégmicas de acordo com a classificagdo de CORNER (1976).

® As caracteristicas anatOmicas de Theobroma speciosum permitem separa-la das demais
espécies, pois € a Unica que possui idioblastos no parénquima cotiledonar com estrutura
quimica semelhante aos sacos de mucilagem do tegumento externo.

] ‘Theobroma grandiflorum possui tricomas na epiderme externa da testa. Esta caracteristica
ndo foi encontrada nas outras espécies, estes tricomas estio associados diretamente com a
presenca de mucilagem na superficie do tegumento.

Tricomas glandulares em diferentes estagios de desenvolvimento sdo freqiientes na epiderme

cotiledonar. Sdo tricomas multicelulares que apresentam intensa atividade metabdlica e
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podem estar associados com a sintese de substéncias. Estes tricomas sdo muito semelhantes

aos encontrados em 6rgdos vegetativos de espécies deste género.
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Figura 01-Estrutura anatdmica da semente madura de Theobroma cacao L. A-semente em corte longitudinal; B- detalhe da semente em corte longitudinal. (Adaptado de
AKISUE & OLIVEIRA, 1991).
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Figura 03- T grandiflorum. A-planta cultivada; B-aspecto geral'do fruto; C-aspecto externo da semente; D-

semente em corte longitudinal.
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Figura 05- T. speciosum; A- aspecto geral da 4rvore;, B- fruto (aspecto geral), C- fruto (corte

transversal), D-semente (aspecto externo); E ¢ F-semente em corte longitudinal (detalhe do embrifo).
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Figura 07- T. obovatum x T.subincanum. A e B-aspecto geral do fruto, C-Fruto em corte

longitudinal; D-fruto em corte transversal; E-aspecto geral da semente; F-semente em corte
longitudinal
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Figura 08~ T grandiflorum. A-superficie do tegumento externo (MEV); B-tricomas (ir) na epiderme externa

MEV; C-detalhe dos tricomas (tr) na epiderme externa do tegumento externo (MEV); D-idioblastos em secgio
transversal (MEV); E-idioblastos agrupados no tegumento externo (100x) ; F-detalbe do idioblasto no parénquima do

tegumento externo (400x).
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Figura 09- T grandiflorum. A-corte transversal do tegumento evidenciando os feixes vasculares (fv) e a

camada de células em paligada (seta), B-camada de células esclerificadas (seta) e epiderme interna do tegumento
intemo (epi) (400x) ; C-células parenquimaticas do tegumento externo (MEV); D-parénquima cotiledonar
mostrando células com compostos fendlicos (seta) (400x); E-superficie da epiderme interno do tegumento interno;

F-células do parénquima cotiledonar (MEV).



Figura 10- T. grandiflorum. A-Células do parénquima cotiledonar em vista frontal coradas com

- Safranina e Fast Green (seta) com nicleos bem evidenciados (200x); B-idioblastos com contetido
fendlico (seta) (400x); C-tricomas glandulares na epiderme cotiledonar (400x); D-tricoma glandular com

formacdo de pedicelo (1000x).
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Figura 11- T. grandiflorum. A- secgdo longitudinal do eixo hipocétilo-radicula em corte longitudinal

(células com contetddo fenolico) (seta branca), células com contetido Acido (seta preta) (400x).
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Figura 12- T obovatum. A-idioblastos no tegumento externo (seta) (200x); B-detalhe da epiderme

externa do tegumento externo (seta) (400x); C-idioblastos no tegumento externo (400x); D-parénquima
cotiledonar, observar grios de amido (seta) MEV; E e F-eixo hipocétilo-radicula. Observar células com
contetdo acido (seta) (200x); G-detalthe dos feixes vasculares (fv) no tegumento externo (400x).
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Figura 13- T. obovatum. A-camada de células esclerificadas (seta) (200x): B e C- cristais

de oxalato de célcio (seta) na superficie da epiderme interna do tegumento externo (MEV); D-
células do parénquima cotiledonar (seta) evidenciando os micleos e contetido fendlico (100x);
E-tricomas glandulares (seta) na epiderme cotiledopar (400x); F-detalhe dos tricdmas
glandulares em secgo transversal (seta) (400x).
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Figura 14- T speciosum. A-sacos de mucilagem no tegumento externo (sm) (400x); B-parénquima do

tegumento externo (MEV); C-detalhe das drusas nas céhulas parenquimaticas (seta) (400x); D-camada de '
células esclerificadas (seta) (400x); E-camada de células esclerificadas (MEV); F-detalhe da epiderme ‘
interna do tegumento interno (epi) (400x).
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Figura 15- T speciosum. A-células do parénquima cotiledonar com compostos fenolicos (seta)

(400x%); B-idioblastos (id) no parénquima cotiledonar com substancias acidas (400x); C-idioblastos
(id) agrupados no parénquima cotiledonar (400x); D-tricomas (ir) glandulares com haste longa na

epiderme cotiledonar (400x); E-estdmatos (seta) na epiderme cotiledonar (400x).
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