UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E

BIOLOGIA MOLECULAR

E6 6

o,

J 4
IN ALTUM
T 3%

- - o

MORFOGENESE In Vitro E TRANSFORMACAO GENETICA-
MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens DE CLONES
COMERCIAIS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)

THIAGO EDSON RIBEIRO DA SILVA

ILHEUS — BAHIA — BRASIL

Marco de 2008



THIAGO EDSON RIBEIRO DA SILVA

MORFOGENESE In Vitro E TRANSFORMACAO GENETICA-
MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens DE CLONES
COMERCIAIS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Santa Cruz, como parte das
exigéncias para obtencédo do titulo de Mestre em

Genética e Biologia Molecular.
Area de concentracéo: Biotecnologia e Genémica

Orientador: Prof. Marcio Gilberto Cardoso Costa

ILHEUS — BAHIA — BRASIL

Margo de 2008



THIAGO EDSON RIBEIRO DA SILVA

MORFOGENESE In Vitro E TRANSFORMACAO GENETICA-
MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens DE CLONES
COMERCIAIS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)

Dissertacao apresentada a
Universidade Estadual de Santa Cruz, como
parte das exigéncias para obtencédo do titulo

de Mestre em Genética e Biologia Molecular

APROVADO: 31 de marcgo de 2008

Prof. Dr. Alex-Alan Furtado de Almeida Dr2. Fabienne Micheli

UESC CIRAD/UESC

Prof. Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa Prof. Dr. Sérgio H. Brommonschenkel

UESC - Orientador UFV



DEDICATORIA

Aos meus pais, Edson Israel da Silva (in memorian) e Marilene Ribeiro da
Silva, pelo amor, carinho e dedicacdo que me proporcionaram trilhar este arduo
caminho.
A todos cacauicultores que tém esperanca de alcancarem a revitalizagao da
cacauicultura regional.

A eles dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, saude e pelos amigos, colegas, professores, pais e
familiares que me concedeu, os quais me ajudaram e me deram suporte para eu

buscar meus objetivos.

A Universidade Estadual de Santa Cruz, pela oportunidade de realizacéo

deste curso.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do estado da Bahia pela bolsa e a
Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES), pelo apoio financeiro.

Ao professor Marcio Gilberto Cardoso Costa pela amizade, excelente
orientacdo, ativo acompanhamento do trabalho, pela calma, compreenséao,

ensinamentos e incentivos constantes.

A professora Maria de Fatima Alvim, pela confianca e sugestbes de grande

valia, que contribuiram consideravelmente para a melhor execucéo deste trabalho.

Aos demais integrantes da comissdo de orientacdo Julio Cézar de Mattos
Cascardo e Abelmon da Silva Gesteira pelas dicas, sugestbes e acompanhamento.

Aos colegas de curso, em especial a Cristiano Villela, Braz Tavares, Vanderli
Andrade Souza e Virginia Lucia Fontes Soares pelos incentivos e colaboracoées.

Aos colegas do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais: Jamilly Azevedo
Leal Sena, Amanda Ferreira da Silva Mendes, Luciana Cardoso Cidade, Lais Freire,
Tharcila Braz, Diana Matos, Mayana Passos, José Emarcio Torres e Antdnio Carlos
(Pelé) pela amizade, companheirismo, cooperacdo, paciéncia, alegrias, excelente

convivio e compreensdo por eu dedicar meu tempo de realizacdo de trabalhos em



Vi

comum no laboratério para finalizar os experimentos e trabalhar no computador.

Vocés sdo especiais!

Aos funcionarios da gerencia de laboratdrios (GERLAB) e vigilantes que
sempre se esforcaram para ajudar no que precisava em qualquer hora do dia e da

noite.

Ao setor de Producéo de Sementes da Ceplac (PROSEC), na pessoa do Sr.

Silvio, pela prestatividade e ajuda na coleta de botdes florais de cacau.

A Almirante Cacau, nas pessoas da Nay e Delvani, que colaboraram na parte
de morfogénese in vitro dando excelentes sugestdes sobre a embriogénese

somatica em cacau.

A todos professores que contribuiram para meu crescimento profissional e
humano, especialmente a professora Solange Franga, e os professores Dario Anhert
e Marcelo Mielke que me deram credibilidade para participar da sele¢éo do curso.

A todos meus familiares que colaboraram dando uma palavra de incentivo e

animo nos momentos de dificuldade e cansaco (Tia Ana, Marta e VO Ana).

A minhas irméas Jeilly Vivianne e Sabrina Marina e minha mée que "seguraram
as pontas” quando estive ausente no trabalho familiar para me dedicar a este

trabalho.

A minha noiva Andréa Weberling que teve paciéncia, foi companheira, e
esteve junto comigo em todos os momentos desta etapa de minha formacao

profissional.

A meu pai por ter me ensinado que o saber é o bem mais precioso que

alguém pode ter, e que nunca devo deixar de buscé-lo.



INDICE
EXTRATO oottt ettt e e e e e e et e et e e e e e e s et e e e e e e e e e s aannbbrreeeeaens Xi
A B ST R A T e aaa Xiil
LISTA DE FIGURAS ... ettt e e e et e et eeaa e eaaas XV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ... XVi
INTRODUGAOD ......oiieee ittt ettt ettt ettt et e st e et et e et e saeestesreesaesaneaeas 1
REVISAO DE LITERATURA ...ttt 4
@ o Vo= 11 = o TSRS 4
1.1. HistOrico da CaCauiCUltUra ...........ooeveeiiiiiei e 4
1.2. Importancia sécio-econémica e agroecoldgica da cacauicultura........... 6
1.3. RECUISOS GENELICOS ...cceee e 6
I € T=T 0 To ] 0 o3 NPT 7
2. MOIfOGENESE IN VITIO ..ccoiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee ettt 8
P2 N o L= Tod (0 1S3 0 = = 1SR 8
2.2. Componentes genéticos da morfogénese in Vitro ..............ccceeeeeeeeeeeee. 9
2.2.1. Aspectos genéticos da embriogénese somatica..................eee..... 9
2.2.2. Aspectos genéticos da organogénese de brotos........................ 10
2.3. Morfogénese in Vitro €M CACAUECITO.........cceveerruuriieeeeeeeeeeiiiiineeeeeeeeeennns 10
3. Transformacao gENELICA.........ccivviiiiiiiiie e e 12
3.1, ASPECIOS QEIAIS ..cevvvrrunieeeeeeeeeieitiaa e e e e e e e e e eettb e e e e e e e e eeatanae e e e e e aeeeeennes 12
3.2. Transformacao genética em CaCAUEIIO ..........ceevveeeeeeeeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeen 16
4. Oxalato decarboxilase (OxDc) de Flammulina velutipes ...........ccccvvvvvvinnnnnn.. 18
OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e s s et e e e e e e e e e s annnnrenes 20

Vii

CAPITULO 1: Otimizacdo da embriogénese somatica primaria e secundaria em

clones comerciais de cacaueiro ('TSH 565' e 'TSH 1188') para aplicagcdo em

trabalhos de transformacgao genétiCa........cuuvvveieiiieiiieieeicce e 21
RESUMIO ... e e e e e e e e na e 21
L. INETOTUGED ... 23
2. MateriaisS € MELOUOS .......ccevvviiiiiiiiiiiieeeeee e 25

2.1. Material Vegetal ..........uuiiiiiieiieeee e 25
p N ©lo ] =] - T PP PPPPPPPPPPPPP 25

2.3. DESINfESIAGAD.......cciiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 26



Viii

2.4. FONtE d€ eXPlANTES ......uuii i 27
2.5. Introducg&o de material IN VItro .........covvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 27
2.6. Embriogénese SOMAtica Primaria ...........ccceeeeviiiiiiiiiieeee e 28
2.7. Embriogénese somatica SECUNUAIIA............cuuvuriieeeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeennns 29
2.8. Conversao de embribes somaticos em plantulas..........cccccceeeeeeeeeeee. 30
2.9. Experimentos de morfogénese in Vitro .............eeeveeeeeeiiiiiiiiiiiinne e, 30

2.9.1. Avaliacdo da influéncia dos agentes vedantes na inducdo de
embrifes SOMALICOS PriMANIOS......cciieeeeeeeeeiiiiiie e e e e e e e e e e e e e eeeaaannn 31
2.9.2. Avaliacdo da influéncia do tipo e concentracdo da fonte de carbono
na inducdo de embrides SOMAtICOS PriMAriOS ...........uvvvevveveeverieereennnnne. 31

2.9.3. Avaliacdo da influéncia do tipo e concentracdo de poliaminas na

inducéo de embrides SOMALICOS SECUNUANIOS......covveeeeveeeeriiiiiiieeeeeeeeae, 32
2.10. Delineamento experimental..........cccooeeeeiiiiiiiiiiiie e 33
3. RESUITAUOS ...t e e e e e e e s 34

3.1. Caracterizacdo da embriogénese somatica em ' TSH 1188' e 'TSH 565’
...................................................................................................... 34

3.2. Efeito de diferentes agentes vedantes das placas de petri na inducao de
embriGes SOMALICOS PrIMANOS.....ccooieeiieie i 38

3.3. Efeito da fonte e concentracdo de carbono em meio de indugcao de
embrides somaticos primarios (ED) ........couvvviiiiiiiiieiieeceee e 39

3.4. Efeito do tipo e concentracdo de poliaminas na inducdo de embribes
SOMALICOS SECUNUANOS ....ccceieee e 45
I 1Yo 1 117 U 1S 50

4.1. Efeito de diferentes agentes vedantes das placas de petri na inducao de
embrifes SOMALICOS PriMANIOS......ccceeeeieiiiiiiiie e ee e e e e e eeeaaaaaes 50

4.2. Efeito da fonte e concentracdo de carbono em meio de indugao de
embrides SOMAticos Primarios (ED) .......coooeviiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiieeeee e 51

4.3. Efeito do tipo e concentracdo de poliaminas na inducdo de embrides

SOMALICOS SECUNUAIIOS ... e 53
D CONCIUSDES. ..o e e 56
6. Referéncias bibliOgrafiCas ........cccccoiiiiiiiiiii e 58

CAPITULO 2: Avaliacéo dos fatores que afetam a eficiéncia de transformacao
genética mediada por Agrobacterium tumefaciens em clones comerciais de

cacaueiro (Theobroma Cacan L.) ....cceuuuuiiiiiiiiiiiiiiie e 61



RESUIMO ... ettt e et et e et e e et e e e e e e e e eaneaees 61
L. INEFOTUGED ... 63
2. MateriaisS € MELOUOS .......coevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et 65
2.1. Material Vegetal ..........uuiiiiiieiieeece e 65
2.2. Cultivo do material iN VItrO ........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 65
2.3. Tipo de explante Utilizado..........couuueiiiiiiiiiiic e 65
2.4. Transformagédo genética com Agrobacterium tumefaciens.................. 65

2.5. Experimentos de otimizacédo do protocolo de transformacéo genética 67
2.5.1. Efeito do antibiético higromicina............ccccceeeevii i, 67
2.5.2. Efeito de antibiéticos utilizados no controle de Agrobacterium... 67
2.5.3. Efeito da sonicacio dos explantes .........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieneenn. 68
2.5.4. Efeito do tempo de incubacé&o dos explantes em Agrobacterium 68
2.5.5. Efeito da concentracdo de Agrobacterium...........ccccccceeeeeeeeeeen, 68

2.5.6. Efeito da concentracéo de acetosseringona no meio de co-cultivo

...................................................................................................... 69

2.6. Ensaio histoquimico de GUS..........ccoooiiiiiiiiiiiice e 69

2.7. AvaliaCao d0OS eXPEriMENTOS.........uuuiiiieeeeeeieeiiiieie e e e e e ee e e e e e eeeenens 69

2.8. Delineamento experimental............cooov i 70

G T =21 1 7= T [0 1R 71

3.1. Efeito do antibiético higromicina na regeneracdo de embrides somaticos
SECUNAANIOS .o 80

3.2. Efeito de antibidticos para o controle de Agrobacterium na regeneracéo de

embrides SOMAtICOS SECUNAANIOS .........uuuurrvriiririiiiiiiiiiinrnnnrrenereennnennnanes 82

3.3. Efeito da sonicacdo dos explantes na eficiéncia de transformacao..... 85

3.4. Efeito do tempo de incubacédo dos explantes em Agrobacterium........ 87

3.5. Efeito da concentragao de Agrobacterium.............cccovvviiviiiiniiiiiieeenns 88

3.6. Efeito da concentragédo de acetosseringona no meio de co-cultivo..... 90

B ol U 3SY- T PP PP PP PPPPPPPPPPP 92
4.1. Efeito do antibidtico higromicina............ccceevviiiiiie i 92

4.2. Efeito de antibioticos para o controle de Agrobacterium na regeneracéo de
embrides SOMAtiICOS SECUNAANIOS .........uuuurrrrieiniiiiiiiiiiiineniienrreneeennnnnaenes 93

4.3. Efeito da sonicacdo dos explantes, acetosseringona, concentracao de

Agrobacterium e tempo de incubacdo na eficiéncia de transformacao
.................................................................................................... 95



I 0] o [od (1 1= TSR 98
6. Referéncias bibliograficas ...........covvvviiiiiiiiiiiiiiieee 99
CAPITULO 3: Transformac&o genética do clone comercial de cacaueiro

(Theobroma cacao L.) 'TSH 565' com o gene oxalato decarboxilase (OxDc).

......................................................................................................................... 102
RESUIMO ... et e e e e e e e eaa s 102
L. INEFOTUGED ... 104
2. MateriaiS € MELOUOS .......cceviiiiiiiiiiiiiiiii e 106
2.1. Material Vegetal ...........uiiiiiieiieeei e 106
2.2. Cultivo do material In VILrO ........ouuuuiiiiiiieiiiceiiie e 106

2.3. Tipo de explante utilizado para procedimento de transformacao ....... 106

2.4. Transformacéo genética com Agrobacterium tumefaciens................. 106

3. RESUIAUOS ..o 108
ST od 1157 (o J RSP TPTT 114
T O 0] o3 11 1= PR 115
6. Referéncias bibliografiCas .............uuvviiiiiiiii e 116
CONCLUSOES GERAIS ..ottt ettt 118

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 119



Xi

EXTRATO

SILVA, Thiago Edson Ribeiro da, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
BA, Marco de 2008. Morfogénese in vitro e transformacéo genética-mediada por
Agrobacterium tumefaciens de clones comerciais de cacaueiro (Theobroma
cacao L.). Orientador: Prof. Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa. Co-orientador: Prof.
Dr. Julio Cézar de Mattos Cascardo. Colaborador: Prof. Dr. Abelmon da Silva
Gesteira.

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.), doenca causada
pelo fungo hemibiotréfico Moniliophthora perniciosa, tem causado grandes perdas
econdmicas e uma crise social desde a sua chegada, no final da década de 1980, na
maior regido produtora de cacau no Brasil, a regidao sul da Bahia. Aléem das praticas
e técnicas convencionais utilizadas desde entdo para o combate da doenca,
abordagens biotecnoldégicas como cultura de tecidos e transformacédo genética de
plantas tém se destacado como promissoras para serem aplicadas no seu controle.
O objetivo do presente estudo foi estabelecer um sistema eficiente de regeneracao
in vitro, via embriogénese somatica, e de transformacdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens para clones comerciais de cacaueiro (‘'TSH 565’ e “TSH
1188’), para aplicacdo em estudos funcionais de genes candidatos de resisténcia
envolvidos na interacdo T. cacao — M. perniciosa. Primeiramente, avaliou-se a
influéncia de fatores como o gendtipo, agentes vedantes de placas de petri, tipo e
concentracdo de aglcares e poliaminas na regeneragcédo de embrides somaticos. Os
resultados obtidos demonstraram que o0s genétipos avaliados apresentaram
diferentes respostas morfogénicas in vitro, com o ‘TSH 565’ produzindo um maior
namero médio de embribes por explante (5,55) em comparacdo ao ‘TSH 1188’
(1,60). Porém, muitos desses embrides apresentaram morfologia anormal,
dificultando a sua conversdo em plantulas, em comparagdo ao ‘TSH 1188
Observou-se que explantes de ambos os gendtipos cultivados em placas de petri
seladas com fita cirdrgica produziram frequéncias significativamente maiores de
calos embriogénicos (1,5 vezes mais) em comparacao aos demais agentes vedantes
testados. Em relagéo a fonte de carbono, a resposta foi genétipo-especifica, em que
para ‘TSH 565 a melhor combinacdo de acucar em meio de desenvolvimento

embrionario (ED) foi aquela em que se utilizou 4% de sacarose no primeiro
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subcultivo (2 semanas), seguido de subcultivos subsequentes (a cada 2 semanas)
em meio contendo 3% de sacarose, e para ‘TSH 1188’ foram os subcultivos em
meio ED contendo apenas 3% de sacarose. A suplementacdo de poliaminas no
meio de cultura aumentou significativamente a regeneracdo de embrides somaticos
secundarios, com ‘TSH 565’ produzindo 6,4 vezes mais embrides leitosos em meio
contendo 1000 uM de espermina quando comparado ao controle. Posteriormente,
avaliou-se o efeito de diferentes concentracbes do antibidtico higromicina, para
selecdo dos embribes transformados, e dos antibidticos cefotaxima, timentin e
meropenem, para 0 controle de Agrobacterium, na embriogénese somatica
secundaria dos clones ‘TSH 565’ e ‘TSH 1188, bem como os efeitos da sonicacéo,
tempo de incubacdo dos explantes em Agrobacterium, concentracdo de
Agrobacterium e concentracdo de acetosseringona ou suspensdo de células de
tabaco (feeder-layer) em meio de co-cultivo na eficiéncia de transferéncia do gene
GUSIint. Observou-se que concentracbes de 10 a 15 mg L' de higromicina
reduziram drasticamente a regeneracdo de embrides somaticos em ambos o0s
genotipos, embora inibicdo completa ndo foi observada nessas concentragcées. Em
relacéo aos antibioticos empregados no controle de Agrobacterium, observou-se que
todos aqueles testados tiveram um efeito negativo na embriogénese somatica de
‘TSH 565’. Nesse caso, recomenda-se a utilizacdo de timentin, a 150 mg.L™, ou
meropenem, a 6,25 mg.L™, devido aos menores efeitos negativos observados. Os
melhores pardmetros para transformacdo genética de ‘TSH 565 incluem a
sonicacao dos explantes por 150 segundos, seguido de incubacdo em solucao de
Agrobacterium por 20 minutos, na concentracdo de ODgyp=1,0. Finalmente,
explantes cotiledonares de ‘TSH 565 foram usados em experimentos de
transformacdo genética com o gene oxalato decarboxilase (OxDC), do fungo
Flamullina velluptes. Cerca de 550 embrides soméaticos foram produzidos, os quais
serdo caracterizados quanto a sua natureza transgénica e micropropagados como
linhagens transformantes independentes, objetivando a futura avaliagdo da

resisténcia das plantas obtidas contra o fungo M. perniciosa.

Palavras-chave: embriogénese somatica; engenharia genética; gendmica;
biotecnologia; cacau; Crinipellis
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ABSTRACT

SILVA, Thiago Edson Ribeiro da, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
BA, March 2008. In vitro morphogenesis and Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of elite clones from cacao (Theobroma cacao L.).
Advisor: Prof. Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa. Committee members: Prof. Dr.
Julio Cézar de Mattos Cascardo and Prof. Dr. Abelmon da Silva Gesteira.

Cacao (Theobroma cacao L.) witches’ broom disease, caused by the
hemibiotrophic basidiomycete Moniliophthora perniciosa, has imposed both
economic and social crises since its appearance in the major Brazilian’s producing
region of cacao, Southeast of Bahia State, in the late of 1980s. In addition to
conventional procedures adopted to control witches’ broom, biotechnological
approaches such as plant tissue culture and genetic transformation are valuable
tools to reinforce the combat against the disease. The objective of the present study
was to establish efficient systems of in vitro regeneration, via somatic
embryogenesis, and Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of elite
clones from cocoa (‘TSH 565’ e “TSH 1188’), for application on functional genomics
studies of cacao candidate resistance genes to M. perniciosa. First, it was evaluated
the influence of factors affecting somatic embryogenesis in cacao, including the
genotype, Petri dish sealing material, carbon source and concentration on embryo
development (ED) medium, and polyamines on culture media. It was observed that
the genotypes showed distinct responses in vitro, with “TSH 565’ producing higher
numbers of somatic embryos per explant (5.55) as compared to ‘TSH 1188’ (1.60).
However, most of the embryos produced by ‘TSH 565 were abnormals in
morphology as compared to those produced by ‘TSH 1188'. Explants of both
genotypes cultivated in Petri dishes sealed with two rounds of micropore tape
showed significantly higher formation of embryogenic callus as compared to those
explants cultivated in Petri dishes sealed with Parafilme or PVC transparent film. As
to carbon source and concentration on (ED) medium, the response was genotype-
specific. In ‘TSH 565’, higher numbers of somatic embryos per explant were
produced when the explants were incubated for two weeks on ED medium containing

4% sucrose, followed by subsequent subcultures (each 2 weeks) on ED medium
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containing 3% sucrose. In ‘TSH 1188, on the other hand, better responses were
produced when the explants were subcultured (each two weeks) on ED medium
containing only 3% sucrose. The supplementation of polyamines in the culture media
increased significantly the regeneration of somatic embryos in ‘TSH 565'. It was
observed that explants cultured on culture medium supplemented with 1000 uM
spermine produced 6.4 times more somatic embryos than those cultured on medium
devoid of polyamines. Second, it was evaluated the effect of different concentrations
of the antibiotics hygromycin, for selection of transformed embryos, and cefotaxime,
timentin, and meropenen, for Agrobacterium control, on somatic embryogenesis of
cacao, as well as the effects of sonication, Agrobacterium concentration, period of
explant incubation in Agrobacterium solution, and acetosyringone concentration or
tobacco feeder-layers on cocultivation medium on the efficiencies of GUSint gene
transfer. It was observed that concentrations of 10-15 mg.L™ hygromycin drastically
reduced somatic embryo regeneration in both ‘TSH 565’ and ‘TSH 1188’, although
complete inhibition of somatic embryogenesis was not observed in these antibiotic
concentrations. Cefotaxime, timentin, and meropenem have all a negative effect on
somatic embryogenesis of ‘TSH 565’, apart of concentration used on culture medium.
The use of timentin, at 150 mg.L™, or meropenem, at 6,25 mg.L™, is recommended
since they caused the lower negative impact on somatic embryogenesis as
compared to other antibiotic concentrations used. The better efficiencies of GUSInt
gene transfer for ‘TSH 565’ included 150 seconds explant sonication, 5x10° cfu.mL™
Agrobacterium concentration, and 20 minutes of explant incubation in Agrobacterium
solution. The presence of acetosyringone or tobacco feeder-layers on cocultivation
medium did not affect the efficiency of GUSIint gene transfer. Finally, cotyledonary
explants from ‘TSH 565’ were used in experiments of genetic transformation with A.
tumefaciens containing the gene oxalate decarboxylase (OxDc), from the fungus
Flamullina velluptes. About 554 putative transformed somatic embryos were
produced, which will be further characterized as to their transgenic nature and
clonally propagated as independent transgenic somatic embryo lines, aiming the
future evaluation of resistance against the fungus M. perniciosa.

Keywords: somatic embryogenesis; genetic engineering; genomics;

biotechnology; cocoa; Crinipellis
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INTRODUGCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta perene, arbérea, tipica de
clima tropical e nativa da regido de floresta Umida da América, onde vegeta no sub-
bosque. Por apresentar essas caracteristicas, encontrou na Bahia um local propicio,
ndo so para seu estabelecimento e sua propagac¢do, mas também para se tornar na
economicamente mais importante cultura da regiao sul do estado, gerando emprego
e importantes divisas para o estado e para o pais.

Por sua vez, a regido que proporcionou condicdes Otimas para o
desenvolvimento desta cultura também favoreceu o estabelecimento do fungo
Moniliophthora perniciosa (sin. Crinipellis perniciosa), agente causador da doenca
vassoura de bruxa do cacaueiro. A chegada desse fungo a regido, no fim da década
de 1980, desmantelou a estrutura produtiva. Desde entédo, varios esfor¢cos buscando
combater a doenca tém sido implementados para manter a remanescente producao
atual em niveis econdmicos sustentaveis. Praticas de controle quimico, biol6gico e
cultural, como poda fitossanitaria, aliado ao melhoramento genético da espécie e a
clonagem de gendtipos-elite tém sido adotadas para o controle da doenca, porém
limitados avangos tém sido alcangados até entéo.

A propagagéao vegetativa ou clonagem tem sido bem utilizada na recuperagao
da lavoura de cacau sul-baiana, pelo uso de estacas enraizadas e garfos para
substituicdo das copas das arvores de clones oriundos de programas de
melhoramento que apresentam como principal caracteristicas a resisténcia ao fungo
e elevada produtividade. A clonagem é uma estratégia importante nos programas de
melhoramento, dado que é a forma mais rapida para se capitalizar recursos
genéticos (PEREIRA, 2001). Porém, a propagacdo vegetativa é considerada uma
estratégia de fim de linha, pois com ela obtém-se o méximo de ganho genético em
uma Unica geracédo, porém, a partir dai nenhum ganho adicional é obtido (PEREIRA,
2001), fazendo-se necessario 0 uso de outras ferramentas que permitam a utilizacao

dos recursos genéticos existentes, mais rapidamente.



Tipicamente, sdo necessarios de 3 a 6 anos para se produzir uma planta de
cacau com maturidade sexual suficiente para uso em um programa de
melhoramento (NIEMENAK, 2008). Assim, o melhoramento de cacau aliado a novas
tecnologias, que reduzam o tempo de obtencdo de um cultivar melhorado, é
urgentemente necessario.

Nos ultimos anos, o desenvolvimento da biotecnologia tem proporcionado a
incorporacdo de novas tecnologias aos programas de melhoramento genético de
plantas. Dentre os métodos de maior avanco estao aqueles de cultura de tecidos,
que possibilitam a rapida propagacéao clonal in vitro, levando a producdo uniforme de
plantas com alto valor genético, a transformacédo genética, levando a incorporacao
de novos genes de interesse sem alterar outras caracteristicas desejaveis da
variedade, e a gendmica funcional, permitindo identificar de uma maneira rapida e
global aqueles genes conferindo importantes caracteristicas agronémicas. Para o
cacaueiro, a embriogénese somatica oferece um sistema para propagacao clonal de
plantas ortotropicas, sendo a principal via de regeneracao in vitro. Esse sistema de
regeneracdo também tem sido usado com sucesso na transformacdo genética de
cacaueiro. Estudos de gendmica funcional da interacdo T. cacao - M. perniciosa
também tém fornecido importantes conhecimentos sobre a interacdo planta-
patdgeno (GESTEIRA et al., 2007).

O presente estudo teve como objetivo geral estabelecer um sistema eficiente
de regeneracao in vitro, via embriogénese somatica, e de transformacao genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens para clones comerciais de cacaueiro
(Theobroma cacao L.), para aplicacdo em estudos funcionais de genes candidatos
de resisténcia ao fungo Moniliophthora perniciosa. No primeiro capitulo, avaliou-se a
influéncia de fatores como o genotipo, agentes vedantes das placas de petri, tipo e
concentracdo de acucares e poliaminas na regeneracdo in vitro de embribes
somaticos de ‘TSH 565 e ‘TSH 1188, de modo a otimizar o processo de
embriogénese somatica nesses clones. No segundo capitulo, avaliou-se o efeito de
diferentes concentracdes dos antibidticos higromicina, cefotaxima, timentin e
meropenem, na embriogénese somatica secundaria dos clones ‘TSH 565’ e ‘TSH
1188’, bem como os efeitos da sonicagao, tempo de incubagao dos explantes em
Agrobacterium, concentracdo de Agrobacterium e concentracado de acetosseringona
ou suspensdo de células de tabaco (feeder-layer) em meio de co-cultivo na

eficiéncia de transferéncia do gene GUSInt. No terceiro capitulo, explantes



cotiledonares de ‘TSH 565’ foram usados em experimentos de transformacao
genética com o0 gene oxalato decarboxilase (OxDC), do fungo Flamullina velluptes,
visando a produgcao de plantas de cacaueiro transgénicas e futura avaliagdo da
resisténcia ao fungo M. perniciosa.



REVISAO DE LITERATURA

1. O cacaueiro

1.1. Hist6rico da cacauicultura.

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta originaria da Amazonia e
domesticada por diferentes civilizacbes do continente americano. Ja foi o segundo
produto mais importante na lista de exportacdes brasileiras, sendo o Brasil o maior
produtor mundial. No sul da Bahia esta planta encontrou condi¢cbes ideais para
tornar a regido a principal produtora de cacau do Brasil, chegando a responder por
95% da producéao brasileira, com uma area de cultivo de mais de 700.000 hectares,
0 que representava 50% das exportacfes do estado da Bahia (TEIXEIRA et al.,
2002). Embora a cultura tenha trazido muita rigueza e desenvolvimento para a
regido, varios problemas relativos a cacauicultura também trouxeram danos
econdmicos e sociais a partir do final da década de 1980. O agronegocio do cacau
tem enfrentado uma crise sem precedentes desde 1989, quando foi detectado, no
sul do estado da Bahia, a doenca conhecida por vassoura de bruxa, provocada pelo
fitopatogeno Moniliophthora perniciosa (TEIXEIRA et al.,, 2002). A interacdo
compativel T. cacao - M. perniciosa provoca um desequilibrio hormonal na planta,
induzindo multibrotacées, anomalias nas flores e frutos, levando finalmente a
necrose dos botdes axilares e terminais, que pode em casos extremos provocar até
100% de perda na producéao (FERREIRA, 1997).

A propagacao clonal de genotipos superiores tem sido apontada como a
melhor estratégia até entdo para uma rapida recomposi¢ao das areas atingidas pela
vassoura de bruxa, e consequentemente, recuperacdo da producdo. Sabe-se hoje
que a estreita base genética das plantacdes foi um dos fatores que contribuiu para
que a vassoura de bruxa assumisse proporcdes desastrosas. Desta forma, esta
recomposicdo deve ser conduzida de modo a ampliar a variabilidade genética das
novas plantacdes (TEIXEIRA et al., 2002).

Os programas de melhoramento de cacaueiro ja deram o0s primeiros
resultados produzindo clones, que tém como fonte de resisténcia o clone Scavinia 6

(SCA 6) (PEREIRA, 2001). Estes clones apresentam diferentes graus de tolerancia a



doenca, além de alta produtividade. Estes sdo os clones comerciais TSH 1188, TSH
516, TSH 565, importados do programa de melhoramento desenvolvido em Trinidad;
EET 397, procedente do Equador e CEPEC 42, desenvolvido pela CEPLAC
(FERREIRA, 1997; PINTO; PIRES, 1998). Segundo Pereira (2001), clones destes 5
cultivares estdo sendo distribuidos pela CEPLAC para renovacdo das plantacbes
visando a enxertia e a producdo de mudas por estaquia. Teixeira et al. (2002) afirma
que para a manutencdo do niveis de resisténcia a vassoura-de-bruxa alcangados
como resultado dos programas de melhoramento, as novas variedades também
precisam ser melhoradas geneticamente e propagadas clonalmente.

Segundo Dias (2001), a propagacdo vegetativa convencional tem merecido
atencéo especial do CEPEC (Centro Experimental de Pesquisas do Cacau). Com o
apoio do CNPqg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
Brasilia, DF) e de outros institutos de pesquisa como o FUNDECAU (Fundo de
Defesa da lavoura do cacau — llhéus, BA) foi criada uma estrutura logistica em
Itabuna (BA) para a producdo, em larga escala, de mudas clonais de cacau, a partir
de estacas. A propagacao via enxertia visando, sobretudo, a substituicdo de copa, ja
vem sendo conduzida. Da mesma forma, processos de propagacao clonal utilizando
0 enraizamento de estacas foram desenvolvidos e estdo sendo utilizados com
sucesso na recomposicdo das lavouras cacaueiras (TEIXEIRA et al., 2002). A
previsdo € de que sejam entregues, gratuitamente aos cacauicultores, cerca de 7,2
milhdes de mudas anualmente, quando a capacidade plena do viveiro for alcancada.
Além disso, estima-se que cerca de 2,5 milhGes de estacas na forma de garfo
também sejam distribuidas anualmente. Este viveiro recebeu o nome de Biofabrica
de Cacau (DIAS, 2001).

Dias (2001) percebeu que a manipulacao dos dados de capacidade produtiva
de mudas clonais produzidas na biofabrica seria aquém da real necessidade
regional. Admitindo-se que a densidade convencional de plantio de 111 cacaueiros
por hectare e a producdo anual maxima de 10 milhdes de mudas clonais (entre
garfos e mudas de estacas) seriam necessarios 48 anos para substituir-se 2/3 (433
mil hectares) da area atualmente cultivada com cacau. Assim, percebe-se a
importancia de se combinar tecnologias alternativas para viabilizar o processo de
renovagcdo da lavoura cacaueira. Nesse contexto, a micropropagagao via

embriogénese somatica, representa uma alternativa importante e complementar a



multiplicacdo clonal convencional de gendtipos. Por meio desta técnica, é possivel

alcancar altas taxas de propagacao (TEIXEIRA et al., 2002).

1.2. Importancia socio-econémica e agroecoldgica da cacauicultura

O cacaueiro possui importancia econémica mundial, pois de seus frutos se
extraem as sementes, que apods sofrerem fermentacdo transformam-se em
améndoas, o principal ingrediente da industria mundial do chocolate, estimada em
aproximadamente 58 bilhdes de ddélares por ano (VENTURIERI; VENTURIERI,
2004). Mais de 20 milhdes de pessoas dependem diretamente da cacauicultura para
seu sustento, sendo cerca de 90% da producéo (principalmente da Costa do Marfim,
Gana e Indonésia) exportada na forma de améndoa ou produtos semi-
manufaturados para a Europa e Estados Unidos (GESTEIRA et al., 2007).

As fazendas de cacau também geram beneficios silviculturais, agroecologicos
e ambientais, pois a maioria dos sistemas de produgdo ocorre em sub-bosques
(“cabruca”), em que o cacaueiro esta implantado sob a protecdo das &arvores
remanescentes de forma descontinua e circundado por vegetacdo natural,
estabelecendo relacdes estaveis com os recursos naturais associados (LOBAO,
2007). Esse sistema de producdo auxilia na conservacdo de recursos hidricos,
fragmentos e exemplares arbéreos da floresta original de inestimavel valor para o

conhecimento agrondémico, florestal e ecolégico (SETENTA et al., 2005).

1.3. Recursos genéticos

Esforcos de longo prazo para o melhoramento genético do cacaueiro tém
produzido limitado sucesso por muitas razdes, incluindo a base genética estreita
existente no germoplasma, o ciclo de vida longo da planta (3-6 anos para adquirir a
maturidade sexual) e o elevado porte das arvores (maior demanda de recursos
como terra e agua) (MAXIMOVA et al., 2006). Adicionalmente, por ser cultivado num
ambiente umido e sombreado, favoravel ao desenvolvimento de microrganismos, o
cacaueiro é atacado por diversos patdogenos oportunistas, de modo que as fontes de
resisténcia nao tiveram a oportunidade de co-evoluir com a doenca.

Os recursos genéticos naturais propiciam a matéria-prima necessaria para a

criacdo de novas cultivares mais produtivas, mais adaptadas as regides de cultivo e



mais resistentes a pragas e doencas de importancia econémica. Eles representam o
repositério de variabilidade genética potencialmente util para os programas de
melhoramento das espécies cultivadas (ALMEIDA; DIAS, 2001). Porém, para
utilizacdo deste vasto “armazém” genético, estudos de caracterizacdo dos acessos
devem ser realizados.

Um importante programa de melhoramento realizado em Trinidad, visando
ampliar a receita do cacauicultor trouxe varios beneficios ao melhoramento
cacauicultura. Entre 1930 e 1980 o programa selecionou varios cacaueiros que
deviam apresentar alta produtividade, resisténcia a vassoura-de-bruxa e a
Ceratocystis fimbriata, precocidade de producdo e alta adaptabilidade (Freeman,
1969). Este programa resultou na obtencédo dos clones mundialmente conhecidos
TSH (“Trinidad Selection Hybrids” — hibridos de Amazénicos por Trinitarios) e TSA
(“Trinidad Selection Amazon” — selecdes na populacdo de Amazodnicos). Estes
clones TSH e TSA séo precoces, vigorosos, dotados de sementes de coloracdo

rosea e resistentes a vassoura-de-bruxa e Ceratocistes. (DIAS, 2001).

1.4. Genbmica

Recentemente, expressivos avan¢os no campo da gendmica tém aumentado
em muito o atual nivel de conhecimento dos aspectos funcionais e estruturais dos
genomas vegetais. A gendémica tem permitido integrar conhecimento basico de
modo a facilitar o melhoramento genético de espécies de importancia agronémica.
As sequéncias completas dos genomas de Arabidopsis (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) e arroz (International Rice Genome Sequencing Project, 2005), bem
como um enorme numero de ESTs (expressed sequence tags) de plantas estdo
atualmente disponiveis. Outros projetos de sequenciamento dos genomas de
culturas com importancia agrondmica estdo atualmente sendo executados. A
combinacdo desses novos conhecimentos gerados pela gendbmica com os métodos
tradicionais e biotecnoldgicos de melhoramento é essencial para o desenvolvimento
de variedades com caracteristicas agronémicas superiores.

Apesar da importancia da gendmica, pouca atencdo tem sido dada a
pesquisas nessa area em cacaueiro (JONES et al., 2002; VERICA et al., 2004).
Recentemente, Gesteira et al. (2007) relataram a producdo e analise da primeira

biblioteca de ESTs da interacdo T. cacao—M. perniciosa. O foco principal do trabalho



foi obter uma visdo global e comparativa da interacdo suscetivel e resistente, por
meio da caracterizacdo de transcritos em meristemas de duas diferentes variedades
de cacau, uma suscetivel (‘Catongo’) e outra resistente (‘'TSH 1188’) & doenca
vassoura-de-bruxa. Neste trabalho, em que foram sequenciados 6.884 clones de
ambas as bibliotecas (suscetivel e resistente), varios genes que desempenham um
importante papel na defesa contra fitopatogenos foram identificados, incluindo PRs
(proteinas relacionadas a patogénese), Avr9/Cf9, proteina de ligacdo a selénio, beta-
1,3-glucanase, quitinase, citocromo P450 e transportadores ABC. As bibliotecas de
ESTs geradas nesse estudo sdo uma valiosa ferramenta para o melhor
entendimento dos eventos moleculares envolvidos na interacdo T. cacao-M.
perniciosa, bem como para o desenvolvimento de estratégias de controle da
vassoura de bruxa por meio de estudos funcionais de genes candidatos de

resisténcia do cacaueiro.

2. Morfogénese in vitro

2.1. Aspectos gerais

As duas rotas morfogénicas levando a regeneracdo de plantas completas,
pré-requisito para a aplicacdo da maioria das técnicas da biologia in vitro na genética
e melhoramento de plantas, envolvem a embriogénese soméatica ou organogénese
de brotos, seguido de organogénese de raiz. Ambas as rotas de desenvolvimento
podem ocorrer diretamente no explante, sem a passagem por um estagio
intermediario de calo, chamada de adventicia, ou indiretamente seguindo o estagio
de calo desorganizado, chamado “de novo” (GAMBORG; PHILLIPS, 1995). Um
limitado nimero de espécies vegetais sdo capazes de regenerar por ambas as rotas
de embriogénese somética e organogénese, mas muitas plantas podem regenerar
por uma das duas vias.

A embriogénese somética pode ser considerada como o melhor exemplo de
totipoténcia das células vegetais (THORPE, 2000). Varios fatores da cultura in vitro
podem ser manipulados visando otimizar a freqiiéncia e a qualidade morfologica dos
embrides somaticos, que sao estruturas bipolar contendo ambos os 4pices caulinar
e radicular, e se desenvolvem de uma maneira analoga aos embrides zigoticos. Os

fatores tipicos que podem ser manipulados incluem o tipo e a concentracdo de



reguladores de crescimento, o tipo de explante, a composi¢cdo do meio de cultura
(fontes e concentracbes de nitrogénio e acucar), ambiente de -cultura (luz,
temperatura, ambiente gasoso e umidade) e potencial osmotico. Muitos desses
fatores devem ser ajustados ou alterados completamente durante a regeneragéo de
embrides somaticos (THORPE, 2000).

Os mesmos fatores de cultura descritos acima também devem ser
manipulados para induzir e otimizar a organogénese in vitro (JOY; THORPE, 1999).
Devido ao fato dos 6rgdos (brotos) serem unipolar, dois sinais distintos de inducéo
(um para induzir brotos e outro para induzir raizes) sdo necessarios para regenerar
uma planta completa. Em contraste, embriées somaticos sao induzidos por um unico

sinal de inducéo.

2.2. Componentes genéticos da morfogénese

Um dos avancos mais significativos nos ultimos anos tem sido a descoberta
de genes especificos envolvidos na regeneracdo in vitro de plantas. Esses genes
estdo sendo explorados para uso no aumento da eficiéncia de transformacéo e
desenvolvimento de plantas transgénicas desprovidas de genes marcadores de
selecao in vitro (PHILLIPS, 2004). Como o uso de fitohorménios é um fator primario
envolvido na otimizacdo da embriogénese somatica e organogénese, receptores
para cada uma das principais classes de fitohormonios tém sido identificados e seus

genes correspondentes tém sido clonados.

2.2.1. Aspectos genéticos da embriogénese somaética

A expressao transgénica do gene LEC2 (leafy cotyledon) € suficiente para
desencadear a embriogénese somética (PHILLIPS, 2004). Outros genes também
parecem estar envolvidos na transi¢cao vegetativa para embriogénica, incluindo WUS
(wuschel ou PGAG, ativador do crescimento vegetal), LEC1 (leafy cotyledon), LEC2,
SERK (somatic embryogenesis receptor kinase) e PT1 (primordial timing) (PHILLIPS,
2004). SHR (short root) estabelece o tecido fundamental seguindo a primeira divisdo
assimétrica, CLV (clavata) e WUS interagem para determinar o destino da célula-
tronco, e CLV e STM (shoot meristemless) regulam o desenvolvimento do meristema
apical caulinar (FLETCHER, 2002; VON ARNOLD et al., 2002). LEC1, ABI3 (abscisic
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acid-insensitive) e FUS3 (fusca) estdo envolvidos na maturacdo do embrido
somatico (VON ARNOLD et al., 2002).

2.2.2. Aspectos genéticos da organogénese de brotos

CYCD3 esta envolvido na aquisicdo de competéncia para regeneracdo de
brotos (SUGIYAMA, 1999; FLETCHER, 2002), assim como SRD3 (shoot
redifferentiation) (SUGIYAMA, 1999, 2000). A rediferenciacdo de brotos também
envolve SRD1 and SRD2 (SUGIYAMA, 1999, 2000). A transicdo vegetativa para
organogénese de brotos é promovida por ESR1 (enhancer of shoot regeneration)
(ZUO et al., 2002b). Dois genes representando rotas potencialmente independentes
envolvidas na transducao de sinal inicial para organogénese de brotos sdo o CRE1
(cytokinin receptor) e o CKI1 (cytokinin independent) (SUGIYAMA, 2000; ZUO et al.,
2002b). A identidade das células-tronco do meristema apical caulinar é regulada por
CLV e WUS (FLETCHER, 2002). STM e KN1 (knotted) estdo envolvidos na funcao
do meristema apical caulinar, de modo que a superexpressao desses genes leva a
formacdo de meristemas caulinares ectopicos (SUGIYAMA, 1999; FLETCHER,
2002). Outros reguladores envolvidos na organizacdo do meristema apical caulinar e
formacao de brotos laterais incluem SHO (shoot organization) e MGO (mgoun)
(FLETCHER, 2002).

2.3. Morfogénese in vitro em cacaueiro

Desde 1977 até o presente momento, varios trabalhos ja foram relatados
buscando estudar a aplicacdo da técnica de embriogénese somatica na propagacao
clonal de cacaueiro. Esses trabalhos buscam basicamente a propagacao clonal in
vitro, pois esta metodologia representa uma propaga¢do mais rapida e com menor
custo para plantas arbéreas tropicais (SANTOS, 2003). Desde entdo, diferentes
protocolos de cultivo de meristemas ou botbes axilares, calogénese, bem como a
inducéo de embriogénese somatica, tem sido estabelecidos.

Inicialmente, a formacdo de embrides somaticos de cacaueiro foi observada
por Esan (1977) e Pence et al. (1979) em embrides zigoticos imaturos. Pence et al.
(1979) observou que a capacidade regenerativa do explante estava relacionada a

fase de desenvolvimento dos embrides. Nestes trabalhos, a germinacdo de



11

embrides somaticos em fase cotiledonar ndo teve sucesso. Litz (1986) utilizou
explantes de folhas novas obtidas de estacas enraizadas e relatou a obtencdo de
embriGes somaticos pela adicdo de reguladores de crescimento, como 2,4-D e BAP,
em meio de cultura, mas os embrides morreram na fase inicial de desenvolvimento.
Em 1988, embrides somaticos foram obtidos a partir de tecidos maduros, com 0s
trabalhos publicados por Sondahl et al. (1993) e Figueira e Janick (1993), utilizando
tecido nucelares como fonte de explantes. A obtencdo de embribes somaticos e
plantas completas foi relatada nos trabalhos de Lopez-Baez et al. (1993) e
Alemanno et al. (1996), que utilizaram tecidos florais como fonte de explantes.

No final dos anos 1990, o uso de tiadizuron (TDZ), um herbicida que
apresenta efeito de citocinina, incrementou em muito a capacidade embriogénica de
diferentes gendtipos de cacaueiro (LI et al., 1998). O uso deste regulador propiciou o
desenvolvimento de protocolos para a embriogénese secundaria e repetitiva para a
espécie (TEIXEIRA et al., 2002; MAXIMOVA et al., 2002), além de trabalhos de
regeneracdo a partir de tecidos maduros (TAN; FURTEK, 2003) e formas
alternativas de micropropagacao (TRAORE et al., 2003).

Em trabalho visando estudar a eficiéncia, variabilidade genotipica e a origem
celular da embriogénese primaria e secundaria de cacaueiro, Maximova et al. (2002)
observaram que em muitos genotipos, a producdo de embrides secundarios foi mais
uniforme, desenvolvendo-se em pequenos periodos de tempo comparado com a
embriogénese primaria. Segundo o0s autores, uma limitacdo do protocolo
desenvolvido para cacaueiro é que a producdo de embrides se concentra nos
primeiros 8 a 9 meses apds iniciacdo da cultura. Assim, como na embriogénese
primaria, a eficiéncia da embriogénese secundéria foi dependente do gendtipo. Os
resultados obtidos para Scavina-6 (SCA-6) indicaram que, além disso, a otimizacao
da idade da cultura primaria usada como fonte de segmentos cotiledonares para
cada gendtipo poderia melhorar a eficiéncia do método.

Tan e Furtek (2003) realizaram um trabalho onde a inducdo de embriogénese
em cacau foi estudada avaliando-se fatores como estagio fisiolégico, tipo de
explante floral, composicdo do meio, fitorménios, além de 52 gendtipos de cacau.
Assim como no trabalho de Maximova et al. (2002), também foi observado que
embriogénese somatica em cacau foi afetada pelo genétipo e fonte de actucar. Com
os resultados obtidos, os autores afirmam que uma eficiente regeneracao de plantas

a partir de embribes soméaticos fornece uma base para o melhoramento da cultura,
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incluindo a hibridizacdo somética e transformacéo genética. Todavia, para muitas
culturas como cacaueiro, um fator limitante € a necessidade de um protocolo
confidvel para embriogénese somética e regeneracdo de um vasto numero de
genaotipos.

Outro exemplo de estudo envolvendo fatores que afetam a embriogénese
somatica em cacau foi o trabalho de Traore e Guiltinan (2006), no qual foi analisado
o efeito de cinco diferentes fontes de carbono (glicose, frutose, maltose, sorbitol, e
sacarose) e dois tipos de explantes (pétalas e estamindides) na embriogénese
somatica. Os clones Forastero Laranja e PSUSca 6 e os Trinitarios UF 613 e ICS 16
foram utilizados nesse trabalho. Um marcante efeito do gendtipo e da composicéo
do meio de cultivo na eficiéncia de embriogénese somatica também foi observado
nesse estudo.

A maioria dos trabalhos realizados até entdo aponta o cacaueiro como sendo
uma planta recalcitrante a cultura de tecidos. Uma das maiores dificuldades para sua
propagacao in vitro reside no fato de o cacaueiro calejar com facilidade em meio de
cultura, além de existir uma influéncia marcante do gendtipo na capacidade
embriogénica e variacbes na resposta in vitro entre os explantes florais de uma
mesma planta, bem como variacbes sazonais observadas. Esforcos vém sendo
realizados no sentido de se conhecer melhor o0s requerimentos para o0
desenvolvimento dos embribes somaticos de cacaueiro, durante 0 processo
morfogénico dessas estruturas. Recentemente, um gene SERK de cacaueiro foi
isolado e caracterizado (SANTOS et al., 2005). Estudos de expressdo génica
demonstraram que este gene desempenha um importante papel durante o

desenvolvimento de embrides e manutengdo da embriogénese repetitiva.

3. Transformacdo genética

3.1. Aspectos gerais

Transformacdo genética é definida como sendo a introducdo controlada de
acidos nucléicos em um genoma receptor, excluindo-se a introdu¢éo por fecundacao
(BRASILEIRO e DUSI, 1999). A transformacéo genética tem sido uma importante
ferramenta para a analise da funcdo e regulacdo de genes, bem como para o

melhoramento de muitas culturas. Uma alta frequiéncia e eficiéncia de transformacéao
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sdo muitas vezes parametros criticos para o uso da tecnologia de transferéncia de
genes (LECHTENBERG et al., 2003).

Muitas metodologias de transformacao genética vegetal foram desenvolvidas
nas ultimas décadas. Entretanto, a maioria das plantas transgénicas até agora
obtidas foram produzidas pela transformacdo mediada por Agrobacterium, pela
transferéncia direta de DNA para protoplastos e pela aceleragcdo de particulas
(ZANATTINI; PASQUALL, 2005). A aceleracéo de particulas é uma técnica altamente
versétil e, geralmente, de alta reprodutibilidade, podendo ser aplicada a grande
variedade de células e tecidos vegetais (FISK; DANDEKAR, 1993; FINER et al.,
1996). Contudo, a frequente fragmentacao e recombinac¢do do DNA introduzido, bem
como a complexidade do padrdo de integracdo e a inser¢do de mdultiplas cépias do
gene elou vetores, consistem nas desvantagens dessa técnica (SEMENS;
SCHIEDER, 1996). Variacdes na estabilidade, integracdo e expressao do transgene
introduzido, facilitando a obtencdo de plantas transgénicas quiméricas sdo outras
desvantagens que reduzem a utilizacdo do método.

A eletroporacdo tem permitido a producdo de plantas transgénicas,
principalmente em cereais (DONN et al., 1990). Nesse sistema, que utiliza
protoplastos como alvo para a transformacdo, a permeabilidade da membrana
plasmatica é aumentada por aplicacdo de pulsos elétricos, permitindo que o DNA
exogeno penetre nas células. Porém, ainda existem sérios problemas quanto a
eficiéncia de regeneracdo de plantas a partir de protoplastos, podendo ocorrer a
reducdo da fertilidade nas plantas regeneradas (RHODES et al., 1989), além de
existirem varias espécies ainda recalcitrantes (FISK; DANDEKAR, 1993).

A transformacdo genética-mediada por Agrobacterium tem sido uma técnica
bastante utilizada devido a conveniéncia do método, mostrando-se mais efetivo com
habilidade para introducdo de grandes fragmentos de DNA (>100 kb), estabilidade
ao passar o transgene para outras geragdes, minima ocorréncia de rearranjamentos,
reduzido silenciamento de genes associado com a integracdo do T-DNA em regides
eucromaticas e a alta probabilidade de integracdo de uma ou poucas cépias do
gene, possibilitando a regeneracao de plantas com baixo nimero de copias, além do
baixo custo (WALDEN; WINGENDER, 1995; BARKAT et al., 1997; GELVIN, 2003;
SHOU et al., 2004; HANSEN; WRIGHT, 1999; SHIBATA; LIU, 2000; WU et al.,

2003). Varias espécies tém sido transformadas por esse sistema (FISK;
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DANDEKAR, 1993), embora as monocotiledbneas sejam pouco susceptiveis a
infeccdo por Agrobacterium.

Agrobacterium é uma bactéria fitopatogénica do solo, tipo bacilo aerébico,
gram negativo, pertencente a familia Rhizobiaceae que compreende, entre outros,
0S géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Phyllobacterium, que sao bactérias
fixadoras de nitrogénio (LIPP-NISSINEN, 1993). Dentro do género Agrobacterium, A.
tumefaciens é conhecida como patdgeno de plantas, causando uma doenca
conhecida como “galha da coroa” (VAN SLUY, 1999). A infec¢ao ocorre devido a um
ferimento no tecido, por onde a bactéria penetra, induzindo a formacao do tumor. A
inducéo de tumor é provocada pela presenca de um grande plasmideo denominado
Ti (tumor-inducing), encontrado em linhagens virulentas de A. tumefaciens
(TURGEON, 1982).

O plasmideo Ti pode ser dividido em regides, incluindo o (i) T-DNA
(transferred DNA), que abriga os oncogenes (onc), (ii) a regido de viruléncia (vir),
que é indispensavel para a transferéncia do T-DNA e as regides que compreendem
0s genes de (iii) replicacdo e incompatibilidade (ori/inc), (iv) funcdo de conjuncao
(tra) (CLARE; McCLURE, 1995) e (v) catabolismo de opinas (opc). A regido-T ou T-
DNA é a unica porcao do plasmidio transferida para a célula vegetal. Os limites do
T-DNA sao definidos por sequUéncias repetidas de 25 pares de bases, que
constituem as bordas direita (RB-Righ Border) e esquerda (LB-Left Border), e que
definem a porcdo do plasmideo que é transferida para o genoma vegetal (VAN
SLUY, 1999). O T-DNA contém genes envolvidos na biossintese constitutiva de
fitohormonios (auxinas e citocininas), que alteram o programa de desenvolvimento
normal do tecido infectado, ocasionando a formacao de tumor. Além disso, o T-DNA
contém genes para a sintese de aclUcares e aminoacidos ndo usuais, denominados
genericamente de opinas (GRIERSON, 1994).

Diferentes linhagens de Agrobacterium induzem a producdo de diferentes
tipos de opinas (nopalina, octopina, leucinopina e succinamopina) nas células das
plantas infectadas. As opinas produzidas s&o secretadas para 0S espacos
intercelulares e catabolizadas pela Agrobacterium como fonte preferencial de
carbono e nitrogénio. Assim, a modificacdo genética das células vegetais propicia
um ambiente adequado para o crescimento da bactéria (DE BLOCK, 1993).

A regido responsavel pelo processo de transferéncia do T-DNA € denominada

de regido de viruléncia (vir). Essa regido é ativada por compostos fendlicos, como
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acetoseringona, liberados pelos tecidos vegetais lesados, que atraem a bactéria por
guimiotaxia e induzem a expressao dos genes de viruléncia, iniciando o processo de
transferéncia do T-DNA para a célula vegetal (STACHEL et al., 1985; VAN SLUY,
1999). A regido de viruléncia contém os genes vir do plasmideo, um conjunto de
operons corregulados pelas mesmas proteinas. Estas unidades transcricionais
denominadas virA, virB, virC, virD, virE e virG possuem um tamanho de
aproximadamente 40 kb, estando localizadas adjacente a borda esquerda do T-DNA
(HOOYKAA; BEIJERSBERGEN, 1994). Somente quatro locos vir sdo absolutamente
essenciais para a formacdo do tumor (virA, virB, virG e virD), enquanto 0s outros
afetam somente a eficiéncia de transferéncia (WEISING; KAHL, 1996). Além dos
genes de viruléncia (vir), a Agrobacterium possui genes cromossomais (chv),
envolvidos na quimiotaxia da bactéria até o local da lesdo na planta e na ligacao
desta com a parede celular (SHENG; CITOVSKY, 1996).

O processo de transferéncia do T-DNA pode ser dividido em duas etapas:
uma etapa bacteriana e uma etapa vegetal. A etapa bacteriana inclui eventos que
levam a producdo e exportacdo de um vetor funcional contendo a informacgéo
genética do T-DNA. A etapa vegetal inclui os eventos que ocorrem dentro da célula
vegetal até o momento da integracdo do DNA bacteriano no genoma da planta
(TINLAND, 1996). Apos a inducdo da expressao dos genes vir, uma molécula de
DNA linear de fita simples (fita-T) € produzida, sendo que as bordas repetidas (25
pb) podem ser usadas para iniciar e terminar a producédo da fita-T (ZAMBRYSKI,
1992; HOOYKAA; BEIJERSBERGEN, 1994). A fita-T é transferida para o nucleo da
célula vegetal como um complexo proteina-DNA (complexo-T) (WEISING; KAHL,
1996; ZUPAN; ZAMBRYSKI, 1997). Uma vez inserido no genoma da planta, o T-
DNA permanece estavel, sendo transmitido por meio das geracfes mitéticas ou
meioticas.

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a substituicdo da sequéncia
original do T-DNA por sequéncias, contendo genes de interesse, que serao
transferidas para as células da planta susceptivel ao ataque da Agrobacterium. Para
isto, € necessario a obtencdo de uma linhagem de Agrobacterium desarmada, onde
0s genes causadores de tumor sdo removidos, sendo substituidos pelos genes de
interesse (BRASILEIRO; DUSI, 1999). O alto peso molecular e a complexidade do
plasmideo Ti dificultam sua manipulacdo direta, exigindo o desenvolvimento de

vetores alternativos para a utilizacdo da Agrobacterium como vetor para a
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transformacao de plantas (BRASILEIRO; DUSI, 1999). Os vetores utilizados para
sistemas de transformacédo sao vetores chamados desarmados, isto €, ndo possuem
0S oncogenes em seu plasmideo, mas retém os genes de viruléncia (vir), localizados
no plasmideo Ti e os genes do cromossomo bacteriano (chv, pscA e att) (KLEE et
al., 1987). Estas construcbes possuem promotores de plantas e genes bacterianos
que conferem resisténcia a drogas ou antibiéticos, fazendo com que estes
marcadores sejam eficientes para a selecéo de células ou plantas transformadas.

Dentre os fatores que afetam a eficiéncia da transferéncia do T- DNA para o
genoma vegetal em um protocolo de transformacédo genética incluem-se aqueles
relacionados ao material vegetal (gendétipo, idade, tipo de tecido, tamanho e posi¢ao
dos explantes), viruléncia de Agrobacterium (estirpe, concentragdo da suspensao
bacteriana e duragéo da fase de co-cultivo), condigcdes do ambiente de cultura (luz e
temperatura) e composicdo do meio de cultura (tipo e concentracao de reguladores
de crescimento, fonte de carbono, agente gelificante, compostos fendlicos e
antibiéticos) (van WORDRAGEN; DONS, 1992; De BLOCK, 1993; GELVIN, 2000;
COSTA et al., 2002; OGAWA; MIl, 2007). Mais recentemente, tem se verificado que
a aplicacéo de pulsos de ultra-som (sonicacéo; SAAT) para ferir e modificar o tecido
alvo aumenta a infec¢do por Agrobacterium (TRICK; FINER, 1997; SANTAREM et
al.,1998).

3.2. Transformac&o genética em cacaueiro

A embriogénese somética é atualmente a via de regeneracdo mais utilizada em
trabalhos de transformacdo genética de cacaueiro, mas a baixa eficiéncia de
obtencéo de plantas transformadas empregando-se essa metodologia tem sido um
fator limitante para maiores avancos (SANTOS, 2003). Existem relatos de
transformacdo genética de cacaueiro pelos metodos de aceleracdo de particulas
(PERRY et al., 2000; SANTOS et al., 2002) e Agrobacterium (SAIN et al, 1994;
GUILTINAN et al., 1997; MAXIMOVA et al., 2003).

Desde a confirmagdo do cacaueiro como hospedeiro de Agrobacterium
(PURDY e DICKSTYEIN, 1989), cinco relatos de transformacdo genética de
cacaueiro mediada por Agrobacterium foram publicados. Sain et al. (1994)

conseguiram transformar células de folhas de cacaueiro com Agrobacterium
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tumefaciens, porém néo obtiveram sucesso na regeneracao de plantas. Guiltinan et
al. (1997) conseguiram plantas transgénicas a partir do co-cultivo de embribes
somaticos com a agrobactéria, patenteando o sistema Agrobacterium alguns anos
depois (GUILTINAN et al., 2000). Um trabalho pioneiro com transformacédo de
cacaueiro foi desenvolvido por Maximova et al. (2003), que desenvolveram um
sistema de transformacéo por A. tumefaciens, utilizando segmentos cotiledonares de
embrides somaticos primarios, obtidos por sua vez a partir de estamindides, como
fonte de explantes para inducdo de embriogénese secundaria. Plantas do genotipo
SCA-6 foram transformadas com GFP por esse método e crescidas até a
maturidade. Entretanto, a baixa eficiéncia de obtencdo de plantas transgénicas
maduras ainda requer que sejam efetuadas otimizacdes do protocolo desenvolvido,
a fim de viabilizar a transformacdo genética de cacaueiro como uma metodologia
rotineira a ser empregada nos laboratorios. Mayolo et al. (2003) transformaram
embrides soméaticos de cacau com os genes GUS e GFP e avaliaram o efeito dos
antibioticos cefotaxima, moxalactam, amoxicilina e carbenicilina no potencial de
controle de Agrobacterium e na embriogénese somética de cacaueiro. Os autores
observaram que o antibiotico moxalactam foi efetivo em controlar o crescimento de
Agrobacterium e ainda aumentou a eficiéncia da embriogénese somatica de
cacaueiro. Mais recentemente, Maximova et al. (2006) relatou a transformacao
genética de cacaueiro com o gene de uma endo-quitinase classe | (TcChil), isolado
da propria planta, visando reforcar a resisténcia da planta contra o fungo
Colletotrichum gloeosporioiders.

Os protocolos de Li et al. (1998) e de Maximova et al. (2002), de
embriogénese somatica primaria e secundéaria de cacaueiro utilizando explantes
florais, tém estabelecido a base regenerativa para o desenvolvimento do protocolo
de transformacao genética de cacaueiro por Agrobacterium. Entretanto, devido a
baixa eficiéncia de transformacéo, otimizagbes da eficiéncia de transferéncia do T-
DNA permanecem a serem feitas (MAXIMOVA et al., 2003).

4. Oxalato decarboxilase (OxDc) de Flammulina velutipes
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A introducdo de genes codificando enzimas capazes de degradar o acido
oxalico em plantas transgénicas tem sido bem sucedida em gerar plantas resistentes
contra fungos fitopatogénicos (KESARWANI et al., 2000; DIAS et al., 2006). No
entanto, o exato papel do acido oxdlico durante a infeccdo ainda ndo é bem
compreendido. Durante os estagios iniciais do desenvolvimento da doenca, o acido
oxalico pode atuar de maneira sinergistica com enzimas pectinoliticas, quelando o
calcio dos pectatos de calcio da parede celular do hospedeiro, levando a maceracao
dos tecidos, e reduzindo o pH do tecido infectado de modo a favorecer a atividade
enzimatica (LUMSDEN, 1979). Em outro estudo, foi demonstrado que acido oxalico
inibe a atividade da o-difenol oxidase em maca, enzima envolvida na resposta de
defesa (MAYER; HAREL, 1979; FERRAR e WALKER, 1993). Mais recentemente,
Kesarwani et al. (2000) observaram que a resisténcia de plantas transgénicas de
tomate e tabaco conferida por OxDc de Flammulina velutipes foi correlacionada com
a expressao induzida de proteinas relacionadas a patogénese (PRSs).

O acido oxalico € catabolizado por duas principais rotas, oxidacdo e
descarboxilacdo. A descarboxilacao ocorre pela ativacdo de acido oxalico em oxalil-
CoA, pela atividade da oxalil-CoA decarboxilase, ou diretamente por sua quebra em
CO; e acido formico pela atividade da oxalato decarboxilase (OxDc). A oxidac&o tem
sido detectada em plantas onde acido oxalico é quebrado em CO; e H,0..

Mehta e Datta (1991) relataram a clonagem de um gene de Collybia velutipes
(sin. Flammulina velutipes sin.) codificando para a enzima oxalato decarboxilase
(OxDc). Essa enzima apresenta diversas vantagens sobre outras enzimas de
degradacéo de oxalato, incluindo a especificidade pelo substrato (oxalato), a quebra
de oxalato em CO, e acido formico (acido organico ndo toxico) numa simples reacao
e sem a necessidade de cofatores e a exibicdo de atividade em baixo pH, ja que o
oxalato esta localizado nos vaculolos, onde o pH é baixo. A expressado dessa enzima
em tomate e tabaco resultou na resisténcia das plantas contra a infeccdo por
Sclerotinia sclerotium (KESARWANI et al., 2000). A resisténcia dessas plantas foi
correlacionada com a expressao induzida de proteinas relacionadas a patogénese
(PRs), provavelmente devido aos produtos da quebra do oxalato atuarem como um

sinal para a indugéo de genes de defesa.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi estabelecer um sistema eficiente de
regeneracao in vitro, via embriogénese somatica, e de transformacdo genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens para clones comerciais de cacaueiro
(Theobroma cacao L.), para aplicacdo em estudos funcionais de genes candidatos
de resisténcia ao fungo Moniliophthora perniciosa, causador da doenca “vassoura de

bruxa” do cacaueiro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito de alguns fatores que afetam a embriogénese somatica
primaria e secundaria em clones comerciais de cacaueiro (‘'TSH 565’ e ‘TSH
1188");

e Examinar o efeito de fatores afetando a eficiéncia de transferéncia génica em
cacaueiro, utilizando GUSint como gene repérter de transformacao;

e Utilizar o gene candidato de resisténcia OxDC (oxalato decarboxilase), do
fungo Flamullina velluptes, em trabalhos de transformacéo genética do clone
‘TSH 565’, visando a producédo de plantas de cacaueiro transgénicas e futura

avaliagdo da resisténcia ao fungo M. perniciosa.
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CAPITULO 1

OTIMIZACAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA PRIMARIA E SECUNDARIA EM
CLONES COMERCIAIS DE CACAUEIRO (‘TSH 565’ E ‘TSH 1188') PARA
APLICACAO EM TRABALHOS DE TRANSFORMACAO GENETICA

RESUMO

No presente estudo, objetivou-se analisar alguns fatores que afetam a embriogénese
somatica primaria e secundaria em clones comerciais de cacaueiro (‘'TSH 565’ e
‘TSH 1188’), de modo a produzir um protocolo otimizado de regeneracdo de
embrides somaticos aplicavel em trabalhos de transformacdo genética. Foram
avaliados trés tipos de agentes vedantes das placas de petri (Parafilme, filme de
PVC e fita cirdrgica), o tipo e a concentracdo da fonte de carbono em meio de
desenvolvimento embrionério (3% ou 4% de sacarose combinada ou ndo com 0,1%
de glicose) e tipos (putrescina, espermidina e espermina) e concentracdes (1, 100 e
1000 puM) de poliaminas na regeneracdo de embrides priméarios ou secundarios.
Observou-se que explantes cultivados em placas de petri seladas com fita cirdrgica
produziram freqUéncias significativamente maiores de calos embriogénicos, embora
ndo tenha sido observada diferenca significativa quanto ao numero médio de
embrides por calo embriogénico entre os diferentes agentes vedantes. Em relagéao a
fonte de carbono, verificou-se que a resposta foi genotipo-especifica. Para ‘TSH

565’, a melhor combinacéo de acucar em meio de desenvolvimento embrionario foi
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aguela em que se utilizou 4% de sacarose no primeiro subcultivo (2 semanas),
seguido de subcultivos subsequentes (a cada 2 semanas) em meio contendo 3% de
sacarose, ambos os meios desprovidos de glicose. J& para ‘TSH 1188’, as melhores
respostas foram obtidas em meio de desenvolvimento contendo 3% de sacarose e
desprovido de glicose, ao longo dos subcultivos. A suplementacdo de poliaminas no
meio de cultura aumentou significativamente a regeneracao de embrides somaticos
secundarios. Explantes cultivados em meio contendo 1000 uM de espermina
apresentaram uma frequéncia 5x maior de calo embriogénico, produziram 2,53x
mais embrides e 6,45x mais embrides leitosos do que explantes cultivados em meio
desprovido de poliaminas. A combinacdo dos melhores tratamentos para cada fator
analisado permitiu o estabelecimento de um protocolo otimizado para a producéo de
embrides somaticos em clones comerciais de cacaueiro, aplicavel em trabalhos de

transformacao genética.
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1. INTRODUCAO

Um sistema eficiente de regeneracdo “de novo” de plantas a partir da cultura
de células e tecidos é reconhecido como o pré-requisito para a aplicacdo de muitas
ferramentas da biologia in vitro na genética e melhoramento de plantas. A maioria
dos protocolos de transformacdo genética de plantas depende dos procedimentos
da cultura de tecidos para regenerar plantas completas a partir das células que
receberam o transgene. Assim, a avaliacdo das respostas morfogénicas in vitro é
fundamental para se determinar a fonte de explante mais apropriada, além da
composicdo do meio de cultura e demais condicdes de incubacdo para a
regeneracao dos explantes.

A embriogénese somética € a via preferencial de regeneracdo in vitro de
plantas de cacaueiro, que ainda é considerada uma planta recalcitrante a cultura de
tecidos (SANTOS, 2003). Os primeiros relatos de obtencdo de embrides somaticos
de cacaueiro foram publicados por Esan (1977) e Pence et al. (1979), os quais
descreveram um método usando embribes zigbticos imaturos como fonte de
explantes, porém sem sucesso na germinacdo in vitro. Estudos posteriores de
embriogénese soméatica em cacaueiro foram documentados utilizando outros tecidos
como fonte de explantes, incluindo folhas novas (LITZ, 1986), 6rgaos florais como
estamindide e pétalas (LOPEZ-BAEZ, et al., 1993; ALEMANNO et al., 1996) e tecido
nucelar (SONDAHL et al., 1993; FIGUEIRA; JANICK, 1993). Todavia, esses
sistemas apresentaram limitado sucesso na producédo de embrides somaticos, sendo
aplicaveis a poucos genotipos e com baixa taxa de conversédo em plantulas.

No final dos anos 1990, Li et al. (1998) relataram um método eficiente de
embriogénese somatica em cacaueiro, capaz de propagar uma ampla variedade de
gendtipos. Esse método combinou o emprego de tecidos florais como fonte de
explantes e tiadizuron (TDZ), um herbicida que apresenta efeito de citocinina. O uso
de TDZ ainda proporcionou posteriormente a melhoria da eficiéncia do método

descrito por Li et al. (1998), por meio do desenvolvimento de um protocolo para a
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embriogénese secundaria e repetitiva empregando-se segmentos cotiledonares de
embrides somaticos primarios como fonte de explantes (MAXIMOVA et al., 2002).
Essa nova metodologia aumentou em muito a taxa de multiplicagédo e reduziu o
custo de producdo de plantas ortotropicas. Este sistema de regeneracédo tem sido
importante ndo somente para a rapida multiplicacdo clonal, mas também para a
obtencdo de plantas de cacaueiro contendo genes de interesse por meio de
transformacao genética (MAXIMOVA et al., 2006).

Utilizando como base o sistema de regeneragdo desenvolvido por Maximova
et al. (2002), o objetivo desse estudo foi otimizar os processos de embriogénese
somatica primaria e secundaria em clones comerciais de cacaueiro (‘TSH 565’ e
‘TSH 1188’), por meio da andlise de alguns fatores que afetam as suas eficiéncias.
Foram avaliados trés tipos de agentes vedantes das placas de petri durante o cultivo
in vitro, o tipo e concentracéo da fonte de carbono no meio de desenvolvimento de
embrides primarios, além do efeito de tipos e concentracbes diferentes de
poliaminas na indug¢é@o de embrides secundarios. A analise destes fatores permitiu o
estabelecimento de um protocolo otimizado para a producdo de embrides somaticos
em clones comerciais de cacaueiro, aplicavel em trabalhos de transformacao

genética.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal

Os clones de cacaueiro (Theobroma cacao L.) ‘TSH 565’ e ‘TSH 1188’ foram
utilizados no presente estudo. Esses clones, que foram produzidos pelo programa
de melhoramento de Trinidad, sdo mais precoces, Vvigorosos, resistentes ao
patdgeno Moniliophthora perniciosa (DIAS, 2001) e recomendados comercialmente
para utilizacdo no programa de revitalizagdo da lavoura cacaueira no sul da Bahia
(AHNET, 1997).

2.2. Coletas

As coletas de botbes florais foram realizadas semanalmente no PROSEC
(Setor de Producdo de Sementes da CEPLAC — Comissao Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira, Ilhéus, BA), entre 8:00 e 9:00 h. Na coleta, os botbes foram
previamente selecionados quanto ao tamanho, ja que botdes maiores e proximos da
abertura facilitam a manipulacdo e apresentam melhores respostas ao cultivo in
vitro. Os botdes florais foram retirados das almofadas florais, com o auxilio de pinca,
e colocados em tubos falcons acondicionados em caixas de isopor contendo gelo

para o transporte até o laboratério (Figura 1).
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Figura 1 - Coleta e selec&o de botdes florais: A - Local de coleta (PROSEC), B —
Caule com botdes florais, C — Botao floral fechado e aberto, D — Sele¢ao
e coleta de botbes, E — acondicionamento para transporte.

2.3. Desinfestacéo

Prévio a desinfestacdo no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
UESC, os botdes florais foram novamente selecionados quanto ao tamanho,
soldadura das sépalas, deformidades ou lesbes. O processo de desinfestacdo
constou da imersdo dos botbes florais em alcool 70% (v/v) por 1 minuto e 30
segundos, seguido de hipoclorito de sodio a 1% (v/v) e Tween-20 (2 gotas/100 mL)
por 12 minutos. Em seguida, os botdes foram lavados 5 vezes em agua MilliQ

estéril.
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2.4. Fonte de explantes

As pétalas dos botdes florais foram utilizadas como fonte de explantes para a
inducdo de calos primario, secundario e embrides somaticos, devido apresentarem
maior taxa de producdo de embrides somaticos leitosos, 0s quais apresentam maior
taxa de conversdo em plantulas (Figura 2) (PETERS, comunicagdo pessoal Ceplac,
2000).

Figura 2.- Bot&o floral de cacaueiro aberto evidenciando os explantes: A - pétalas
— setas em cor rosa; estamindides — setas em cor branca; B - Pétalas
excisadas para introducao in vitro.

2.5. Introducgédo de material in vitro

O processo de introducdo de material in vitro foi realizado de acordo a
metodologia descrita por Li et al. (1998). Brevemente, os botbes florais foram
abertos com um corte transversal feito na base do botdo ap6s a desinfestacao
(Figura 3), de forma que as sépalas, estaminoides e pétalas fossem seccionadas da

base do botao.
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Os cortes foram feitos na base, onde as pétalas se inserem no receptaculo
floral. Para excisdo das pétalas, que foi realizada em camara de fluxo laminar, foram
utilizados papel filtro estéril umedecido e pinga e bisturi previamente esterilizados
por autoclavagem. Em seguida, as pétalas foram colocadas em placas de petri
contendo 25 mL de meio de cultivo PCG, com a concavidade voltada para baixo.

Figura 3. Corte transversal no botéo floral de cacau.

2.6. Embriogénese somatica priméaria

Embrides somaticos primarios foram produzidos como previamente descrito
por Li et al. (1998), com algumas modificagdes. Inicialmente, os explantes petalares
foram introduzidos in vitro em meio PCG (Primary Callus Growth Medium). O meio
PCG constou dos sais basais e vitaminas de DKW (DRIVER; KUNIYUKI, 1984), 100
mg L™ de inositol, 250 mg L™ de glutamina, 20 g L™ de glicose, 2 mg L™ de 2,4-D,
0,005 mg L™ de TDZ e 2 g L™ de phytagel (Sigma Chemical Company, EUA), em pH
5,8. As culturas foram mantidas em meio PCG por 14 dias, a temperatura de 27 +
2°C, no escuro, seguido da transferéncia para meio SCG-2 (Secondary Callus
Growth Medium), onde permaneceram por mais 14 dias sob as mesmas condi¢bes
de incubacéo. O meio SCG-2 constou dos sais de WPM (LLOYD; McCOWN, 1980),
vitaminas de Gamborg (GAMBORG, 1966), 20 g L™ de glicose, 2 mg L™ de 2,4-D,
0,05 mg L™ de BAP e 2,2 g L™ de phytagel (Sigma Chemical Company, EUA), em
pH 5,8. As culturas foram depois transferidas para meio de inducdo de embrides
ED4s/g (Embryo Development Medium), sendo mantidas por 14 dias nesse meio e
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posteriormente subcultivadas a cada 14 dias em meio ED3s/g, sob as mesmas
condicbes de incubacdo anteriores. Os meios ED4s/g (meio de desenvolvimento
embrionario sem glicose e com 4% de sacarose) e ED3s/g (meio de
desenvolvimento embrionério sem glicose e com 3% de sacarose) constaram dos
sais basais e vitaminas de DKW, 40 g L™ e 30 g L™ de sacarose, respectivamente, 2
g L™ de phytagel (Sigma Chemical Company, EUA), em pH 5,8. Aqueles embrides
gue atingiram o estagio maduro, aproximadamente 60 dias em meio ED, foram
selecionados para a conversdo em plantulas ou tiveram seus cotilédones utilizados
como fonte de explantes para a inducédo de embrides secundarios. A inducao de

novos embrides primarios ocorreu ao longo de pelo menos 18 meses de cultivo.

2.7. Embriogénese somética secundéria

Buscando induzir a regeneracdo de embriGes somaticos secundarios a partir
de segmentos cotiledonares de embrides somaticos primarios (MAXIMOVA et al.,
2002), embribes primarios leitosos maduros, com aproximadamente 60 dias de
idade, foram usados como fonte de explantes. Os cotilédones foram excisados em
segmentos com tamanho aproximado de 2 mm?, em camara de fluxo laminar e sobre
papel filtro umedecido, com o auxilio de bisturi e pin¢ca estéreis. Em seguida, os
explantes foram colocados em 25 mL de meio SCG-2, onde permaneceram por um
periodo de 14 dias sob as mesmas condi¢des de cultivo descritas no item 2.6. para a
embriogénese primaria. Apos esse periodo, em que ocorreu a inducdo de calos
secundarios em meio SCG-2, os explantes foram transferidos para meio de inducéo
de embrides ED4s/g, seguido do ED3s/g, conforme metodologia descrita no item
2.6. A formacdo de embribes secundéarios ocorreu dentro de 2 a 3 meses apos a
iniciacdo das culturas. Os embrides secundarios leitosos maduros e normais foram

conduzidos para conversdo em plantulas como descrito no item 2.8.
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2.8. Conversao de embrides somaticos em plantulas

Embrides sométicos leitosos maduros (2 cm), com cotilédones distintos e
eixos estendidos, foram selecionados para a conversdo em plantulas. Os embribes
maduros foram transferidos para placas de petri contendo 30 mL de meio ED3s/g,
onde foram mantidos por um periodo de 14 dias a 27 + 2°C e sob regime luminoso
de 16:8 h luz:escuro (36 umoles.m?s™ de irradiancia). Apés esse periodo, os
embrides foram transferidos para o meio PEC (Primary Embryo Conversion
Medium), onde permaneceram por 30 dias, sob as mesmas condi¢des de incubacao
anteriores, até que as plantulas com 1-2 folhas se desenvolvessem. O meio PEC
constou dos sais basais e vitaminas de DKW, 300 mg L™* de KNOs, solucdo de
aminoécidos (TRAORE et al., 2003), 20 g L™ de glicose e 2 g L™ de phytagel (Sigma
Chemical Company), em pH 5,8. As plantulas desenvolvidas foram entdo
transferidas para frascos Magenta contendo 100 mL de meio RD (Root Development
and Maintenance Medium) e mantidas sob as mesmas condi¢bes de incubacdo
descritas para o0 meio PEC. O meio RD constou da metade dos sais basais e
vitaminas de DKW, 300 mg L™ de KNOgs, 10 g L™ de glicose, 5 g L™ de sacarose e
1,75 g L™ de phytagel (Sigma Chemical Company, EUA), em pH 5,8. As culturas
foram transferidas para novo meio RD a cada 2 meses, até apresentarem sistema
radicular desenvolvido. As plantulas com sistema radicular desenvolvido foram
aclimatizadas em frascos Magenta com agua estéril. Os frascos foram vedados com
parafiime e mantidos em casa de vegetacdo. Pequenos orificios foram efetuados no
parafiime a cada 3 dias, até a sua completa retirada. As plantulas aclimatizadas
foram transferidas para vasos plasticos contendo substrato (Plantmax, Eucatex

Agro®) e mantidas em casa-de-vegetacao.

2.9. Experimentos de morfogénese in vitro

Com o objetivo de otimizar a embriogénese somatica primaria e secundaria
nos clones comerciais de cacaueiro ‘TSH 565’ e ‘TSH 1188’, alguns experimentos

foram conduzidos conforme segue abaixo.
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2.9.1. Avaliacdo da influéncia dos agentes vedantes na inducdo de

embrides soméaticos primarios

Para este experimento, foram analisados os efeitos de trés tipos de agentes
vedantes das placas de petri (parafime, filme de PVC e fita cirdrgica) na
embriogénese somética primaria dos clones de cacaueiro ‘TSH 1188’ e ‘TSH 565’
(Figura. 4). Para a montagem desse experimento, foram efetuados coleta,
desinfestacdo, introducédo de material in vitro e inducdo da embriogénese somatica
primaria conforme as metodologias descritas nos itens 2.2, 2.3, 2.5 e 2.6. Os
tratamentos foram estabelecidos quando os explantes foram colocados em meio
PCG, e continuou por todo o tempo de cultivo nos meios SCG-2 e ED (ED4s/g e
ED3s/q).

Figura 4 - Agentes vedantes da placas de petri: T1 — filme de PVC, T2 — parafilme e
T3 — fita cirtrgica. Ao lado as placas com os vedantes.

2.9.2. Avaliagdo da influéncia do tipo e concentracdo da fonte de

carbono nainducédo de embrides somaticos primarios

Para estudar o efeito da fonte e concentracdo de carbono na eficiéncia de
inducdo de embrides primarios nos clones de cacaueiro ‘TSH 565 e ‘TSH 1188,
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foram analisadas diferentes concentracfes de sacarose, combinada ou ndo com
glicose, nos meios de desenvolvimento embrionario (ED) (Tabela 1). Os tratamentos
foram estabelecidos apdés a passagem dos explantes pelos meios PCG e SCG-2,
conforme descrito no item 2.6.

Tabela 1- Composicao dos tratamentos de fontes de carbono utilizadas em meio
de desenvolvimento embrionario (ED)

Meios
ED ED
Tratamentos (1° subcultivo - 14 dias) (cultivos
subsequentes)

T1 4% sacarose 4% sacarose

Com Glicose T2 4% sacarose 3% sacarose
(0,1%) T3 3% sacarose 3% sacarose
T4 4% sacarose 4% sacarose

Sem Glicose T5 4% sacarose 3% sacarose
T6 3% sacarose 3% sacarose

2.9.3. Avaliacdo da influéncia do tipo e concentracdo de poliaminas na

inducéo de embrides sométicos secundarios

Nesse experimento foram avaliados os efeitos de diferentes concentracoes (1,
100 e 1000 uM) das poliaminas espermina, espermidina e putrescina na eficiéncia
de inducdo de embrides somaticos secundarios do clone de cacaueiro ‘TSH 565'.
Segmentos cotiledonares de embrides somaticos primarios foram cultivados em
meios SCG-2, ED4s/g e ED3s/g, conforme a metodologia descrita no item 2.7,

suplementados com poliaminas.
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2.10. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 3-5
repeticbes por tratamento. Cada repeticdo constou de uma placa de petri contendo
25 explantes. Os experimentos foram repetidos pelo menos 1 vez. Os experimentos
foram avaliados ap0s 60 dias de cultivo dos explantes em meio ED, com o auxilio de
uma lupa (LEIKA EZ40 D). As variaveis analisadas foram frequéncias de calo
embriogénico e de calos com raiz, numero medio de embrides por explante e
namero médio de embrides leitosos e translicidos por explante. Os dados foram

analisados pelo teste de teste de Bonferroni, com nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagdo da embriogénese soméatica em ‘TSH 1188’ e ‘TSH 565’

O cultivo e regeneracéao in vitro de genotipos de cacaueiro ‘TSH 1188’ e “TSH
565’ encontra-se ilustrada na Figura 1. Pétalas de botBes florais foram utilizadas
como fonte de explante (Figura 1C) para realizacdo dos experimentos de
morfogénese in vitro. Os explantes de ambos os clones de cacaueiro expandiram
duas a trés vezes o seu tamanho original em apenas uma semana de cultivo em
meio PCG (Figura 1D). Seguindo esse periodo de expansao, a formacao de calo
sobre a superficie de todo o explante foi aparente no final do periodo de cultivo em
meio SCG-2 (Figura 1E). O subcultivo subsequente dos explantes em meio de
inducéo de embrides (ED) levou a producéo de dois tipos de calos morfologicamente
distintos, ao final de 14 dias em meio ED4s/g. O primeiro tipo consistiu de células
mais alongadas e de aparéncia esbranquicada (Figura 1G). Embrides sométicos
quase nunca se desenvolveram desses “clusters” de células. O segundo consistiu de
células arredondadas e de aparéncia marrom clara a escura e friavel sob a lupa
(Figura 1H). Esses “clusters” de células foram frequentemente associados com
embrides somaticos. Protuberancias pré-embridnicas emergiram da superficie dos
calos embriogénicos, frequientemente em “clusters”, ao final de 14 dias de cultivo em
meio ED4s/g. ApO0s duas semanas de cultivo dos calos em meio ED3s/g, ou
aproximadamente 2 meses ap0s a iniciacdo das culturas, a superficie de alguns
calos apresentou-se coberta de embrides somaticos com diferentes morfologias e
estagios de desenvolvimento (Figuras 1J). A iniciacdo de novos embrides somaticos
primarios foi observada por mais de 18 meses de cultura dos calos embriogénicos
em meio ED3s/g. Embribes com diferentes estagios de desenvolvimento (globular,
coracao, torpedo e maduro) e coloragdo (leitosos e translucidos) foram observados
no mesmo explante (Figura 1L). Embrides primarios maduros (Figuras 1M, 1N)
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foram selecionados para serem convertidos em plantulas (Figuras 1Q, 1R e 1S), ou
para serem usados como fonte de explantes para embriogénese secundaria (Figuras
IN e 1P). Foi observado que os embrides maduros do clone ‘TSH 1188
apresentaram maior taxa de conversdo em plantulas do que os embrides do clone
‘TSH 565’ (dados ndo mostrados). Esse resultado pode estar associado a morfologia
dos embrides, j4 que ‘TSH 1188 apresentou maior frequéncia de embrides com
morfologia normal quando comparado a ‘TSH 565'. Com base no protocolo de
embriogénese somatica utilizado (MAXIMOVA et al., 2002), foi possivel regenerar
plantas completas dos clones ‘TSH 1188 e ‘TSH 565 em aproximadamente 8

meses apos a iniciacao das culturas (Figuras 1 R e S).
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Figura 1 — Cultivo in vitro e regeneracao de plantas via embriogénese somatica dos
genotipos de cacaueiro ‘TSH 1188’ e ‘TSH 565, a partir de pétalas. A —
Selecéo e coleta de botbes florais no campo; B — Excisédo de explante do
botdo floral; C — pétalas e estamindides apOs excisdo; D — Pétalas
introduzidas in vitro em meio PCG para calogénese priméaria; E — Calos
secundarios cultivados em meio SCG-2; F — Embrides somaticos
maduros mantidos em meio EDS3gy G — Calo compacto; H — Calo
embriogénico com a presenca de embribes em diferentes fases de
desenvolvimento e apresentando raiz; | — Embrides translicidos; J — Calo
embriogénico apresentando embribes leitosos com boa formacao
cotiledonar L — Calo embriogénico apresentando embrides leitosos e
translicidos; M — Embrido maduro do genétipo ‘TSH 1188’; N — Embrides
maduros genoétipo ‘TSH 565’; O — explante cotiledonar produzindo
embriodes secundarios leitosos sem formacdo de calo; P — Embrides
leitosos; Q - Conversdo de embrides em planta em magenta contendo
meio RD; R — Plantula de cacau evidenciando 2 pares de folhas
completas; R - Planta aclimatada do gendétipo ‘TSH 1188’; S — Planta
aclimatada do genotipo ‘TSH 565'.



36




37

3.2. Efeito de diferentes agentes vedantes das placas de petri na inducéo de

embrides somaticos primarios

Comparando-se o efeito de diferentes agentes vedantes das placas de cultura
na embriogénese somatica primaria, foi observado que a fita cirirgica micropore
tape proporcionou a maior frequéncia de obtencdo de calos embriogénicos em
ambos os genotipos avaliados (Figura 2), embora diferenca estatistica foi observada
somente para o clone “‘TSH 1188’. Quando se analisou o numero médio de embrides
por explante, verificou-se entretanto que ndo houve diferenca significativa entre os
diferentes agentes vedantes testados (Figura 3). Embora os dois gendtipos testados
apresentaram frequéncias similares de calos embriogénicos entre os tratamentos
(Figura 2), o clone ‘TSH 565’ produziu um numero medio de embrides por explante

significativamente maior do que aquele produzido pelo clone ‘TSH 1188’ (Figura 3).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

(%) TSH 1188

M (%) TSH 565

Freq. calos embriogénicos (%)

T1:PVC T2: PARAFILME T3: MICROPQORE

Agentes vedantes

Figura 2 — Frequéncia média de calos embriogénicos nos genadtipos ‘TSH 1188’ e
‘TSH 565’ cultivados em placas de petri com trés diferentes agentes
vedantes. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, para cada
genotipo, ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Bonferroni.
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Figura 3 — Numero médio de embribes por calo embriogénico nos genotipos
‘TSH1188 e ‘TSH 565’ cultivados em placas de petri com trés
diferentes agentes vedantes.

3.3. Efeito da fonte e concentracdo de carbono em meio de inducdo de
embrides sométicos primérios (ED)

Os tratamentos T2 (49%) e T6 (49%) proporcionaram a maior frequéncia de
calos embriogénicos para o genoétipo ‘TSH 565’, enquanto que para ‘TSH 1188’ a
maior frequéncia foi obtida no tratamento T1 (10%) (Figura 4). Entretanto, essa
diferenca ndo foi significativa pelo teste de Bonferroni ao nivel de 5% de
probabilidade. Uma observacao importante foi que os explantes do clone ‘TSH 1188’
nao produziram calos embriogénicos quando cultivados no tratamento T4.

Avaliando a frequéncia de calos com raiz, uma caracteristica indesejavel para
a inducdo de embriées somaticos, verificou-se que o tratamento T6 proporcionou a
menor frequéncia para o clone ‘TSH 565’ (3%), embora esse tratamento ndo tenha
diferido significativamente dos tratamentos T1, T2, T3 e T5 (Figura 5). Para esse
clone, o tratamento T4 produziu uma freqiéncia significativamente maior de calos
com raiz comparada com os demais tratamentos. Para o clone ‘TSH 1188", o

tratamento T5 foi o que proporcionou a menor freqiéncia de calos com raiz (6%),
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embora essa diferenca ndo tenha sido significativa quando comparada com o0s
demais tratamentos.

Em relacdo ao numero médio de embrides por calo embriogénico, os calos de
‘TSH 565’ cultivados nos tratamentos T1, T2 e T5 produziram os maiores numeros
de embrides (5,53, 5,55, 5,44, respectivamente), embora essa diferenca nédo tenha
sido significativa (Figura 6). Os tratamentos T2 e T6 proporcionaram os melhores
resultados para o clone ‘TSH 1188’ (1,6).

Comparando-se a coloracdo dos embrides, aqueles de aspecto leitoso
apresentam maiores taxas de conversdo em plantulas quando comparados aos
embrides de aspecto translicido. Nesse sentido, a coloracdo dos explantes foi uma
importante variavel analisada ao longo dos experimentos de morfogénese in vitro.
Os tratamentos T1 e T5 determinaram a produ¢do de um namero significativamente
maior de embribes leitosos por calo embriogénico no clone ‘TSH 565’, quando
comparado aos demais tratamentos (Figura 7). Para ‘TSH 1188 os melhores
tratamentos foram T2 e T6, embora as diferencas observadas nao foram
significativas quando comparadas com os demais tratamentos. Em relagdo a
producdo de embrides translucidos, verificou-se que os tratamentos T2 e T6, para o
clone ‘TSH 565’, e T5, para o clone ‘TSH 1188’, foram 0s que mais produziram
embrides translucidos, embora nédo tenha sido observada diferenca estatistica entre
os tratamentos (Figura 8). Para o clone ‘TSH 1188’ foi observado ainda que os calos
cultivados nos tratamentos T1 e T2 n&o produziram nenhum embrido translucido.

Nesse conjunto de experimentos, também se observou uma maior
capacidade embriogénica do clone ‘TSH 565 em relagdo ao clone ‘TSH 1188'. O
maior nimero médio de embriBes por calo embriogénico para ‘TSH 565’, de 5,55, foi
observado quando os explantes foram cultivados no tratamento T2. Porém, para
‘TSH 1188’ o maior numero médio de embrides por calo embriogénico foi de 1,6,

obtido quando os explantes foram também cultivados no tratamento T2.
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Figura 4 — Frequéncia de calos embriogénicos nos genétipos ‘TSH 1188’ e ‘TSH
565 em seis diferentes concentracdes e combinacdes de fontes de
carbono em meio de inducdo embrionaria (ED). Tratamentos: Tl —
ED4c/g>ED4c/g; T2 — ED4c/g—>ED3c/g; T3 — ED3c/g>ED3c/g; T4 —
ED4s/g—>EDA4s/g; T5 — ED4s/g—>ED3s/g; T6 — ED3s/g—>EDS3s/g.
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Figura 5 — Frequéncia de calos com raiz nos genétipos ‘TSH 1188’ e ‘TSH 565’ em
seis diferentes combinacdes e concentracfes de fontes de carbono em
meio de indugcdo embrionéria (ED). Médias seguidas de pelo menos uma
mesma letra, para cada genotipo, ndo diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Bonferroni. Tratamentos: T1 -
ED4c/g>EDA4c/g; T2 — ED4c/g—>ED3c/g; T3 — ED3c/g>ED3c/g; T4 —
ED4s/g—>EDA4s/qg; T5 — ED4s/g—>ED3s/g; T6 — ED3s/g—>ED3s/g.
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Figura 6 — Niumero médio de embribes por calo embriogénico nos gendtipos ‘TSH
1188’ e ‘TSH 565’ em seis diferentes combinacdes e concentracbes de
fontes de carbono em meio de indugdo embrionaria (ED). Tratamentos:
T1 — ED4c/g->EDA4clg; T2 — ED4c/g—>ED3c/g; T3 — ED3c/g>ED3c/g; T4
— ED4s/g>ED4s/g; T5 — ED4s/g>ED3s/g; T6 — ED3s/g—>ED3s/g.
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Figura 7 — Namero médio de embrides leitosos por calo embriogénico nos gendtipos
‘TSH 1188 e ‘TSH 565’ cultivados em seis diferentes combinacdes e
concentracbes de fontes de carbonoem meio de indugcdo embrionéria
(ED). Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, para cada
genatipo, nao diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
de Bonferroni. Tratamentos: T1 - ED4c/g->ED4clg; T2 -
ED4c/g>ED3c/g; T3 — ED3c/g>ED3c/g; T4 — ED4s/g->ED4s/g; T5 —
ED4s/g—>ED3s/g; T6 — ED3s/g—>ED3s/g.
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Figura 8 — Numero médio de embrides translicidos por calo embriogénico nos
gendtipos ‘TSH 1188 e ‘TSH 565 cultivados em seis diferentes
combinagdes e concentragbes de fontes de carbono em meio de
inducdo embrionaria. Tratamentos: T1 — ED4c/g—>ED4c/g; T2
ED4c/g>ED3c/g; T3 — ED3c/g>ED3c/g; T4 — ED4s/g>ED4s/g; T5 —
ED4s/g—>ED3s/g; T6 — ED3s/g—>ED3s/g.

3.4. Efeito do tipo e concentracdo de poliaminas na inducdo de embrides

somaticos secundarios

Para esse conjunto de experimentos, o clone ‘TSH 565’ foi selecionado

devido a sua maior capacidade embriogénica quando comparado ao clone ‘TSH

1188'. Segmentos de cotilédones de embrides primarios foram submetidos a

regeneracdo de embrides secundarios em meio contendo diferentes tipos e

concentracdes de poliaminas. Verificou-se que espermina, na concentracao de 1000

uM, produziu resultados significativamente superiores quando comparado aos
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demais tratamentos, para todas as variaveis analisadas (Figuras 9, 10 e 11).
Quando comparado ao controle (auséncia de poliaminas), explantes cultivados em
meio contendo 1000 uM de espermina apresentaram uma freqiéncia 5x maior de
calo embriogénico (Figura 9), produziram 2,53x mais embrides (Figura 10) e 6,45x
mais embrides leitosos (Figura 11). No entanto, a freqiéncia de calo com raiz
também foi 3,8x maior nesse tratamento quando comparado ao controle (Figura 9).
A menor freqiéncia de calo com raiz foi observada quando os explantes
foram cultivados e meio contendo 1 uM de putrescina (Figura 9). Entretanto, esse
tratamento teve um efeito negativo na freqiéncia de calo embriogénico e nos
nameros médios de embrides totais (Figura 10) e embrides leitosos (Figura 11) por
explante. Os resultados obtidos para essas variaveis foram significativamente

menores do que o controle (auséncia de poliaminas).
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Figura 9 — FregUéncia média de calos embriogénicos secundarios e calos com raiz
em ‘TSH 565 regenerado em meio contendo diferentes tipos e
concentracbes de poliaminas. Médias seguidas de pelo menos uma
mesma letra, para cada variavel, ndo diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Bonferroni.
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Figura 10 — Numero médio de embrides por calo embriogénico secundario em ‘TSH
565’ regenerado em meio contendo diferentes tipos e concentracdes de
poliaminas. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nao
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de

Bonferroni.
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Figura 11 — Namero médio de embrides leitosos por calo embriogénico secundario
em ‘TSH 565" regenerado em meio contendo diferentes tipos e
concentracbes de poliaminas. Médias seguidas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade, pelo

teste de Bonferroni.
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4. DISCUSSAO

4.1. Efeito de diferentes agentes vedantes das placas de petri na inducédo de

embrides soméaticos primarios

A influéncia do ambiente gasoso na embriogénese somatica de cacaueiro
ainda nao foi previamente investigada, embora seja conhecido que a producao e
acumulacdo de compostos gasosos pelas culturas de tecidos, e modificacbes de
suas concentracdes, podem afetar drasticamente o crescimento e a morfogénese de
muitas espécies vegetais em varios sistemas de cultivo in vitro (MARINO e
BERARDI, 2004). Em patrticular, o diéxido de carbono (CO;) é produzido por todos
0s tecidos vegetais cultivados in vitro através da respiracdo, de modo que esse
composto pode acumular em elevados niveis dentro dos recipientes de cultura sob
baixa intensidade luminosa e condi¢cdes reduzidas de trocas gasosas com O
ambiente externo, podendo ser detrimental ou benéfico para a regeneracdo e o
crescimento das células (HOHE et al., 1999). O etileno é conhecido estar envolvido
na senescéncia das plantas. Inibicdo do crescimento de calo, brotos e suspensdes
celulares e reducédo da producédo de clorofila tém sido relatados apds a acumulacao
de etileno nos recipientes de cultura (BIDDINGTON, 1992). Por outro lado, o papel
do etileno no crescimento in vitro de tecidos organizados ainda € controverso e
pouco compreendido, de modo que seus efeitos dependem principalmente da sua
concentracdo ao redor dos tecidos cultivados, da espécie vegetal, sensibilidade do
tecido, presenca de outros reguladores de crescimento e fase de cultivo (BIONDI et
al., 1998; KUMAR et al.,, 1998; BRAR et al., 1999). Etileno pode aumentar a
regeneracdo de gemas e brotos adventicios em varidveis concentracbfes em
diferentes sistemas de cultivo, algumas vezes demonstrando efeito sinergistico com
CO,. Em contraste, efeitos inibitérios no mesmo processo e necrose de explantes

tém sido relatados apds a acumulacdo de niveis excessivos de etileno ou ambos os
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gases (KUMAR et al., 1987, 1998). No presente estudo verificou-se que apesar dos
genotipos utilizados apresentarem diferentes respostas morfogénicas, a fita cirdrgica
(micropore tape) beneficiou a inducdo de elevadas frequéncias de calos
embriogénicos quando comparado ao Parafilme e filme de PVC. Porém, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os trés agentes vedantes testados quanto
ao numero médio de embrides por calo embriogénico produzidos por ambos 0s
genotipos, embora Parafilme e filme de PVC tenham proporcionado resultados
superiores quando comparados a fita cirargica para "TSH 565°. A fita cirargica
permite melhores trocas gasosas com o0 ambiente em relacdo aos demais
tratamentos (Parafime e filme de PVC), sendo utilizada na medicina para
manutencdo de ambiente aerado e asséptico em processos de cicatrizagdo de
ferimentos. Este tratamento aplicado a cultura de tecidos tem o potencial de reduzir
drasticamente o acumulo de CO; e etileno nos recipientes de cultura. Os resultados
obtidos no presente estudo confirmam a sensibilidade dos explantes de cacaueiro ao
microambiente gasoso, e que essa sensibilidade depende do gendtipo e da fase de
cultivo. Assim, o acumulo de gases nos recipientes de cultura afeta negativamente o
desenvolvimento de calo embriogénico em ambos o0s genoétipos de cacaueiro
testados, de modo que o selamento das placas com fita cirargica na fase de inducéo
de calo embriogénico é fundamental para melhorar a eficiéncia do processo. Por
outro lado, o acimulo de gases nos recipientes de cultura, possivelmente etileno,
pode ser benéfico durante a fase de inducdo de embrides, mas a resposta é

genadtipo-dependente.

4.2. Efeito da fonte e concentragcdo de carbono em meio de inducdo de
embrides somaticos primérios (ED)

A fonte de carbono fornecida aos explantes exerce um papel fundamental no
seu crescimento e morfogénese. As células, tecidos e plantulas cultivadas in vitro
freqientemente ndo encontram condi¢cdes adequadas de iluminacdo e concentracéo
de CO; e, as vezes, ndo apresentam teores de clorofila suficientes para realizar

fotossintese que sustente o crescimento. A sacarose é o carboidrato mais utilizado
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em meios de cultura de plantas como fonte de carbono, sustentando as mais altas
taxas de crescimento na maioria das espécies (CALDAS et al., 1998).

Varios trabalhos tém mostrado os efeitos da concentracdo e do tipo de
carboidrato na embriogénese somatica. A sacarose tem sido a fonte de carbono
mais usada para a embriogénese somatica, embora existam relatos de sua
substituicdo ou combinacdo com outros mono e dissacarideos (GUERRA et al.,
1998). A concentracdo do carboidrato também influencia nos processos de iniciagdo
e diferenciacado de embrides somaticos, uma vez que o seu metabolismo em plantas
€ regulado por um grupo de genes cujas respostas sdo moduladas de acordo com a
sua concentragao.

A sacarose e maltose tém sido usadas como fontes de carbono em estudos
de inducdo de calos embriogénicos em cacaueiro (PENCE, 1989). Para a
regeneracdo de embrides somaticos primarios, Li et al. (1998) cultivaram explantes
florais de cacaueiro em meio ED contendo sacarose (3%) combinada com glicose
(0,1%), observando um crescimento normal e sem sinais de reagado hipersensitiva
gue normalmente resulta em senescéncia ou necrose do tecido.

No presente estudo, buscou-se estudar os efeitos da concentracdo de
sacarose e de sua combinacdo com glicose na inducdo de embrides somaticos
primérios em explantes dos clones comerciais de cacaueiro ‘TSH 1188’ e ‘TSH 565’
cultivados em meio ED. A montagem desse experimento resultou da prévia
observacdo de que explantes de ambos o0s gendtipos de cacaueiro quando
cultivados em meio ED contendo 3% de sacarose e 1% de glicose, conforme
proposto por Li et al. (1998), produziam elevada freqtiéncia de calos que seguiam a
via morfogénica de formacdo de raiz. Também, tem sido relatado que explantes
cotiledonares de ‘TSH 565’ cultivados em meio ED proposto por Li et al. (1998)
produziram um dos menores numeros meédios de embrides por explante, apenas
0,236, entre diversos gendtipos de cacaueiro avaliados (MAXIMOVA et al., 2002).
Comparando-se os efeitos das diferentes fontes e concentragbes de carboidratos
testadas em meio ED, verificou-se que a maioria das respostas foi genadtipo-
dependente. Para o gendtipo “"TSH 1188", verificou-se que T1 (ED4c/g — ED4c/qg)
proporcionou a maior frequéncia de calo embriogénico, embora T2 (ED4c/g —
ED3c/g) e T6 (ED3s/g — ED3s/g) tenham induzido a formacdo de maiores niUmeros
médios de embriGes totais e leitosos por calo embriogénico. Por outro lado, embora
T2 (ED4c/lg — ED3c/g) e T6 (ED3s/g — ED3s/g) tenham propiciado maiores
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freqiéncias de calos embriogénicos no gendtipo "TSH 5657, os maiores nimeros
médios de embriBes totais e leitosos para esse gendtipo foram induzidos em T1
(ED4c/g — ED4c/g) e T5 (ED4s/g — ED3s/g). Independente do gendtipo, entretanto,
foi a observacdo de que T4 (ED4s/g — ED4s/g) induziu as maiores frequéncias de
calos com raiz. Em “"TSH 1188", essa resposta foi ainda mais drastica, ja que 100%
dos calos cultivados em T4 ndo desenvolveram nenhuma competéncia
embriogénica, mas sim competéncia rizogénica. Esses resultados obtidos
demonstram que a fonte e concentracdo de carbono tém um papel fundamental no
processo de inducdo de embrides em cacaueiro e que 0s requerimentos Sao
especificos para cada gendtipo. Em recente trabalho publicado por Traore e
Guiltinan (2006), os quais avaliaram os efeitos de diferentes fontes de carbono
(glicose, frutose, maltose, sorbitol, e sacarose) na embriogénese somatica em
cacaueiro, usando pétalas e estamindides como fonte de explantes, também foi
observado que a resposta embriogénica em diferentes fontes de carbono foi
genadtipo-dependente, com sorbitol e maltose proporcionando as piores respostas.

Quanto a coloragdo dos embrides, dois tipos foram frequentemente
observados nos experimentos, um de cor branca a levemente amarelado, de
aspecto branco leitoso, o qual chamamos de embrido leitoso (EL), e outro de cor
amarela, de aspecto translicido, chamado de embrido translicido (ET). Teixeira et
al. (2002) observaram que a taxa de conversdo de ELs em plantulas € bem mais
elevada (cerca de 60%) do que os ETs. (cerca de 0%). Buscando produzir mais
embrides leitosos para os genoétipos estudados, recomenda-se a utilizacdo do T5
(ED4s/g — ED3s/g) para o gendtipo ‘TSH 565’ e de T6 (ED3s/g — ED3s/qg) para ‘TSH
1188'.

4.3. Efeito do tipo e concentracdo de poliaminas na inducdo de embrides

somaticos secundarios

O suprimento de poliaminas exdégenas tem sido demonstrado induzir a

embriogénese somatica e regeneracdo em muitas espécies vegetais (GALSTON e
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FLORES, 1991; MARTIN-TANGUY e CARRE, 1993; ADKINS et al., 1998;
SARGENT et al., 1998; RAJESH et al., 2003). Entretanto, até o presente momento
ainda nao foi relatado nenhum trabalho investigando o efeito de poliaminas na
embriogénese somatica de cacaueiro.

Poliaminas compdem uma classe de compostos nitrogenados alifaticos,
policatibnicos e de baixo peso molecular presentes em todas as células (BAIS e
RAVISHANKAR, 2002). As poliaminas estdo envolvidas em um amplo espectro de
processos biolégicos, incluindo divisdo celular, sintese de proteinas, replicacdo do
DNA e resposta de plantas a estresse abidtico. Uma de suas funcdes mais
importantes, no entanto, € atuar de forma analoga a alguns reguladores de
crescimento, promovendo o crescimento celular e a estabilidade do DNA. A
biossintese de poliaminas pelas células envolve a descarboxilacdo de arginina ou
ornitina, levando a producao da primeira poliamina da via, a putrescina (Figura 12).
As poliaminas espermidina e espermina sao sintetizadas a partir da putrescina, por
adicdes subsequentes de grupos aminopropil doado por S-adenosilmetionina (SAM)
descarboxilado (dSAM). Assim, as poliaminas e etileno sdo ambos derivados de um
precursor comum e provavelmente competem pelo mesmo precursor, 0 SAM.

No presente trabalho foi observado que as poliaminas utilizadas em meio de
inducdo de embrides somaticos de ‘TSH 565’ proporcionaram melhores respostas
embriogénicas dos explantes quando comparadas ao controle (auséncia de
poliaminas). A Unica excecdo a essa observacado foi obtida quando os explantes
foram cultivados em meio contendo 1 uM de putrescina, que produziu respostas
inferiores ao controle. Observou-se também que os resultados benéficos obtidos
foram proporcionais a concentracdo de cada uma das poliaminas utilizadas, ou seja,
as poliaminas produziram melhores respostas em suas maiores concentragdes. No
entanto, espermina na concentracdo de 1000 pM proporcionou as melhores
respostas embriogénicas em cacaueiro.

Bais et al. (2000) postularam que a adicdo exdgena de putrescina e
espermidina resulta num maior consumo de SAM para a conversao dessas
poliaminas em espermina. Assim, a adicdo dessas duas poliaminas pode resultar
numa menor disponibilidade de SAM para a biossintese de etileno. Se esse
mecanismo também operar em cacaueiro, 0s resultados obtidos no presente estudo

indicam que a maior capacidade embriogénica dos seus explantes depende da
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interacdo do etileno com elevadas concentracbes de poliaminas, no caso a

espermina que ndo compete pelo precursor comum, o SAM.
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Figura 12 — Biossintese de poliaminas e sua relagdo com o etileno. Enzimas: ADC-
arginina decarboxilase; ODC- ornitina decarboxilase; SAMDC- S-
adenosilmetionina decarboxilase; Spd syn- espermidina sintase; Spm
syn- espermina sintase. Inibidores: DFMA- difluorometilarginina; DFMO-
difluorometilornitina; MGBG- metilglioxal(bis)-guanilhidrazone. Adaptado

de BAIS e RAVISHANKAR (2002)
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem extrair as seguintes

conclusdes:

e O genotipo ‘TSH 565’ apresenta maior capacidade de regeneracao de
embrides somaticos quando comparado a ‘TSH 1188,

e As placas de petri devem ser seladas com fita cirargica (micropore
tape) durante a fase de inducdo de calo, de modo a proporcionar a
obtencéo de maiores frequiéncias de calo embriogénico;

e As placas de petri podem ser seladas com qualquer um dos trés tipos
de agentes vedantes testados durante a fase de inducdo de embrides
somaticos;

e A combinacdo dos meios ED4s/g—ED3s/g deve ser utilizada para o
genotipo ‘TSH 565’ durante a fase de inducdo de embrides, de modo a
obter um maior nimero médio de embrides leitosos por calo
embriogénico;

e O meio ED3s/g deve ser usado para a inducdo de um maior numero
médio de embrides leitosos em ‘TSH 1188’;

e O meio ED4s/g ndo deve ser utilizado para a regeneracédo de embrides
em ambos 0s genoétipos testados, ja que os calos produzidos
desenvolvem competéncia rizogénica em vez de embriogénica;

e Com excecdo de putrescina a 1 uM, as poliaminas apresentam um
papel benéfico na regeneracdo de embrides somaticos de cacaueiro,
produzindo melhores respostas embriogénicas em suas maiores

concentracoes;
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e Os calos embriogénicos devem ser cultivados em meio ED
suplementado com 1000 uM espermina, de modo a induzir a produgao

de elevado numero de embrifes leitosos por explante.



57

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADKINS, S.W.; SAMOSIR, Y.M.; ERNAWATI, A.; GODWIN, I.D.; DREW, R.A.
Control of ethylene and use of polyamines can optimise the conditions for somatic
embryogenesis in coconut (Cocos nucifera L.) and papaya (Carica papaya L.). Acta
Horticulturae (ISHS), v. 461, p. 459-466, 1998.

AHNERT, D. Witche’s broom disease in Bahia. Ingenic Newsletter, v. 3, p. 17-18,
1997.

ALEMANNO, L.; BERTHOULY, M.; MICHAUX-FERRIERE, N. Histology of somatic
embryogenesis from floral tissues cocoa. Plant Cell Tissue and Organ Culture, v.
46, p. 187-194, 1996.

BAIS, H.P.; RAVISHANKAR, G.A. Role of polyamines in the ontogeny of plants and
their biotechnological applications. Plant Cell Tissue and Organ Culture, v. 69, p.
1-34, 2002.

BAIS, H.P.; SUDHA, G.; RAVISHANKAR, G.A. Putrescine and silver nitrate
influences shoot multiplication, in vitro flowering and endogenous titres of polyamines
in Cichorium intybus L. cv. Lucknow local. Journal of Plant Growth Regulation, v.
19, p. 238-248, 2000.

BIDDINGTON, N.L. The influence of ethylene in plant tissue culture. Plant Growth
Regulation, v. 11, p. 173-187, 1992.

BIONDI, S.; SCARAMAGLI, S.; CAPITANI, F.; MARINO, G.; ALTAMURA, M. M,;
TORRIGIANI, P. Ethylene involvment in vegetative bud formation in tobacco thin
layers. Protoplasma, v. 202, p. 134-144, 1998.

BRAR, M.S.; MOORE, M.J.; AL-KHAYRI, J.M.; MORELOCK, T.E.; ANDERSON, E.J.
Ethylene inhibitors promote in vitro regeneration of cowpea (Vigna unguiculata L.). In
Vitro Cellular and Developmental Biology—Plant, v. 35, p. 222-225, 1999.
CALDAS, L.S.; HARIDASAN, P.; FERREIRA, M.E. Meios nutritivos. In: TORRES,
A.C.; CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. (Eds.) Culturas de Tecidos e Transformacéao
Genética de Plantas. v.1. Brasilia: Embrapa-CBAB, 1998. p. 87-132.

DIAS, L.A.S. 2001. Contribuicbes do melhoramento. In: DIAS, L.A.S. (Ed.)
Melhoramento genético do cacaueiro. Vigosa, MG: FUNAPE, UFG, 2001. p. 493-
529.



58

DRIVER, J.A.; KUNIYUKI, A.H. In vitro propagation of Paradox walnut rootstock.
HortScience, v. 19, p. 507-509, 1984.

ESAN, E.B. Tissue -culture studies on cacao (Theobroma cacao L.). A
supplementation of current research. In: Proc. 5th Int. Cacao Res. Conf. 1975.
Ibadan: Cacao Rcs. Inst. Nigeria; p. 116-125, 1977.

FIGUEIRA, A.; JANICK, J. Development of nucellar somatic embryos of Theobroma
cacao. Acta Horticulturae, v. 336, p. 231-236, 1993.

GALSTON, A.W.; FLORES, H.E. Polyamines and plant morphogenesis. In:
SLOCUM, R.D.; FLORES, H.E. (Eds.) Biochemistry and physiology of
polyamines in plants. London: CRC Press, 1991.

GAMBORG, O.L. Aromatic metabolism in plants. Il. Enzymes of the shikimate
pathway in suspension cultures of plant cells. Canadian Journal of Biochemistry,
V. 44, p. 791-799, 1966.

GUERRA, M.P.; TORRES, A.C.; TEIXEIRA, J.B. Embriogénese Somatica e
Sementes Sintéticas. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. (Eds.) Culturas
de Tecidos e Transformagdo Genética de Plantas. v.2. Brasilia: Embrapa-CBAB,
1999. p. 533-568.

HOHE, A.; WINKELMANN, T.; SCHWENKEL, H.G. CO, accumulation in bioreactor
suspension cultures of Cyclamen persicum Mill. and its effect on cell growth and
regeneration of somatic embryos. Plant Cell Reports, v. 18, p. 863-867, 1999.
KUMAR, P.P.; LAKSHMANAN, P.; THORPE, T.A. Regulation of morphogenesis in
plant-tissue culture by ethylene. In Vitro Cellular and Developmental Biology—
Plant, v. 34, p. 94-103, 1998.

KUMAR, P.P.; REID, D.M.; THORPE, T.A. The role of ethylene and carbon dioxide in
differentiation of shoot buds in excised cotyledons of Pinus radiata in vitro.
Physiologia Plantarum, v. 69, p. 244-252, 1987.

laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot-tip culture. Proceedings of International
Plant Propagation Society, v. 30, p. 421-427, 1980.

LI, Z.; TRAORE, A.; MAXIMOVA, S.N.; GUILTINAN, M.J. Somatic embryogenesis
and plant regeneration from floral explants of cacao (Theobroma cacao L.) using
thidiazuron. In vitro Cellular and Developmental Biology—Plant, v. 34, p. 293-299,
1998.

LITZ, R.E. Tissue culture studies with Theobroma cacao. In: DIMICK, P.S. (Ed.)

Cacao biotechnology symposium. Department of Food Science, College of



59

Agriculture, The Pennsylvania State University, University Park, PA, p. 111-120,
1986.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially feasible micropropagation of mountain
LOPEZ-BAEZ, O.; BOLLON, H.; ESKES, A.; PETIARD, V.. Embryogenese
somatique de cacaoyer Theobroma cacao L. & partir de pieces florales. C. R. Acad.
Sci.: Sciences de la Vie, v. 316, p. 579-584, 1993.

MARINO, G.; BERARDI, G. Different sealing materials for Petri dishes strongly affect
shoot regeneration and development from leaf explants of quince ‘BA 29'. In Vitro
Cellular and Developmental Biology—Plant, v. 40, p. 384-388, 2004.
MARTIN-TANGUY, J.; CARRE, M. Polyamines in grapevine microcuttings cultivated
in vitro — effects of amines and inhibitors of polyamine biosynthesis on polyamine
levels and microcutting growth and development. Plant Growth Regulation, v. 13, p.
269-280, 1993.

MAXIMOVA , S.N.; MARELLI, J-P.; PISHAK, A.Y.S.; VERICA, J.A.; GUILTINAN,
M.J. Over-expression of a cacao class | chitinase gene in Theobroma cacao L.
enhances resistance against the pathogen, Colletotrichum gloeosporioides. Planta,
V. 224, p. 740-749, 2006.

MAXIMOVA, S.N.; ALEMANNO, L.; YOUNG, A.; FERRIERE, N.; GUILTINAN, M.J.
Efficiency, genotypic variability, and cellular origin of primary and secondary somatic
embryogenesis of Theobroma cacao L. In Vitro Cellular and Developmental
Biology-Plant, v. 38, p. 252-259, 2002.

PENCE, V.C.; TLASEGAWA, P.M.; JANICK, J. Asexual embryogenesis in
Theobroma cacao L. Journal of American Society for Horticultural Science, v.
104, p. 145-148, 1979.

RAJESH, M.K.; RADHA, E.; KARUN, A.; PARTHASARATHY, V.A. Plant
regeneration from embryo-derived callus of oil palm — the effect of exogenous
polyamines. Plant Cell Tissue and Organ Culture, v. 75, p. 41-47, 2003.

SANTOS, M.O. Embriogénese somaética repetitiva, clonagem e expressao do
gene serk de Theobroma cacao e analise da expressao de serk em plantas
transgénicas de alface. Brasilia: UnB, Tese de Doutorado, 2003.

SARGENT, H.R.; GODWIN, I.D.; ADKINS, S.W. The effect of exogenous polyamines
on somatic embryogenesis and plant regeneration from Sorghum bicolor and
Saccharum spp. Acta Horticulturae (ISHS), v. 461, p. 451-458, 1998.



60

SONDAHL, M.R.; LIU, S.; BELLATO, C.M.; BRAGIN, A. Cacao somatic
embryogenesis. Acta Horticulturae, v. 336, p. 245-248, 1993.

TEIXEIRA, J.B., MARBACH, P.A.S; SANTOS, M.O. Otimizagdo da metodologia da
embriogénese somética visando a propagacdo clonal de gendtipos elite de cacau
(Theobroma cacao L.). Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Documentos no. 79, 2002.

TRAORE A.; GUILTINAN, M.J. Effects of carbon source and explant type on somatic
embryogenesis of four cacao genotypes. Hortscience, v. 41, p. 753- 758, 2006.
TRAORE, A.; MAXIMOVA, S.N.; GUILTINAN, M.J. Micropropagation of Theobroma
cacao L. using somatic embryo-derived plants In Vitro Cellular and Developmental
Biology—Plant, v. 39, p. 332-337, 2003.



61

CAPITULO 2

AVALIACAO DOS FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA DE
TRANSFORMACAO GENETICA MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens EM
CLONES COMERCIAIS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi examinar o efeito de alguns fatores na eficiéncia
de transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens em cacaueiro,
bem como avaliar o efeito, na morfogénese in vitro, de antibiéticos empregados no
sistema de transformacdo. Foram avaliadas diferentes concentracdes do antibiético
higromicina (0, 5,0, 7,5, 10,0 e 15,0 mg.L"), para selecdo dos embribes
transformados, e dos antibi6ticos cefotaxima (250 e 500 mg.L™), timentin (150 e 300
mg.L™") e meropenem (6,25 e 12,5 mg.L™), para o controle de Agrobacterium, na
embriogénese somatica secundaria dos clones de cacaueiro ‘TSH 565 e ‘TSH
1188'. Também foram avaliados os efeitos da sonicacéo (0, 50, 100, 150, 200, 250 e
300 segundos), tempo de incubacéo dos explantes em Agrobacterium (0O, 5, 10, 15,
20 ou 30 minutos), concentracdo de Agrobacterium (0, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 e 1,0, em
ODeno) € concentracdo de acetosseringona (0, 25, 50, 100 ou 200 pM) ou suspensao
de células de tabaco (feeder-layer) em meio de co-cultivo na eficiéncia de
transferéncia do gene GUSint. Embora o antibidtico higromicina tenha reduzido
drasticamente a regeneracdo de embrides somaticos na maioria das concentracdes

testadas, verificou-se que concentracdes de até 15 mg.L™ ndo foram suficientes em
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inibir completamente a embriogénese somatica nos dois genétipos avaliados. Em
relacdo aos antibiéticos empregados no controle de Agrobacterium, observou-se que
todos tiveram um efeito negativo na embriogénese somética de ‘TSH 565’ quando
comparado ao controle (auséncia de antibidtico), independente da concentracao
testada. Timentin, a 150 mg.L™, e meropenem, a 6,25 mg.L™, causaram os menores
efeitos negativos dentre os tratamentos avaliados. Dentre os fatores afetando a
eficiéncia de transferéncia génica, verificou-se que as melhores frequéncias de
transformacao foram obtidas em explantes sonicados por 150 segundos e incubados
por 20 minutos em solucdo de Agrobacterium, na concentracdo de ODgpo=1,0. A
suplementacdo de acetosseringona ou células de tabaco no meio de co-cultivo nédo
afetou a eficiéncia de transformac&o. A combinacdo dos melhores tratamentos para
cada fator avaliado permitiu o estabelecimento de um protocolo otimizado de
transformacao genética para clones comerciais de cacaueiro, aplicavel em estudos
funcionais de genes candidatos de resisténcia a vassoura de bruxa (Moniliophthora

perniciosa).
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1. INTRODUCAO

Agrobacterium tumefaciens tem sido um vetor efetivo para a transformacao
genética de diversas espécies vegetais, incluindo cereais, devido ao seu amplo
espectro de hospedeiros. Apesar disso, a transformagéao-mediada por Agrobacterium
de muitas plantas, particularmente de espécies lenhosas como o cacaueiro,
permanece ineficiente.

Recentemente, um sistema promissor de transformacdo genética foi
desenvolvido para o cacaueiro (MAXIMOVA et al., 2003). Esse sistema envolve o
co-cultivo de segmentos de cotilédones de embrides somaticos primarios (derivados
de explantes florais) com Agrobacterium, seguido da regeneracdo de embribes
somaticos secundarios. Apesar do sistema de regeneracdo de embrides somaticos
secundéarios produzir mais embrides por explantes do que o sistema de
embriogénese primaria, além dos embribes apresentarem maior conformidade
morfologica e percentagem de conversdo em plantulas (MAXIMOVA et al., 2002), a
producdo de embrides transgénicos foi relativamente baixa (0,6-1,5% dos explantes
iniciais).

A otimizacdo de protocolos de transformacdo genética requer o estudo dos
diversos fatores que afetam a sua eficiéncia, de modo a estabelecer os melhores
parametros para a transformacédo. Dentre os fatores que afetam a eficiéncia de um
protocolo de transformacdo genética incluem-se aqueles relacionados ao material
vegetal (gendtipo, tipo, tamanho e posicdo dos explantes), viruléncia de
Agrobacterium (estirpe, concentracdo da suspensao bacteriana, temperatura e
duracédo da fase de co-cultivo) e composi¢do do meio de cultura (tipo e concentracao
de reguladores de crescimento, fonte de carbono, agente gelificante, compostos
fendlicos e antibidticos) (COSTA et al., 2002).

Para a otimizacdo de um protocolo de transformacéo genética, € importante a
utilizacdo de genes reporteres, como GFP (green fluorescent protein) ou GUS (j-

glucuronidase). Esses genes permitem a rapida deteccéo e avaliacdo dos eventos
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de transformacao, facilitando a identificacdo dos melhores parametros para a
transferéncia génica. Em cacau, ambos os genes tém sido utilizados como
reporteres de transformacdo genética (PERRY et al., 2000; SANTOS et al., 2002;
MAXIMOVA et al., 2003; MAXIMOVA, et al., 2006).

O objetivo desse estudo foi determinar o efeito de alguns fatores na eficiéncia
de transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens de clones
comerciais de cacaueiro (‘'TSH 565 e ‘TSH 1188’), utilizando como referéncia o
sistema de transformacdo desenvolvido por Maximova et al. (2003). Esse estudo
permitiu otimizar um protocolo de transformacédo genética de clones comerciais de
cacaueiro para uso em estudos funcionais de genes candidatos de resisténcia a

vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Os clones de cacaueiro (Theobroma cacao L.) ‘TSH 565’ e ‘TSH 1188’ foram

utilizados no presente estudo.

2.2. Cultivo do material in vitro

O processo de cultivo do material in vitro foi conduzido conforme descrito nos
itens 2.5, 2.6 e 2.7 do Capitulo 1.

2.3. Tipo de explante utilizado

Cotilédones de embrides somaticos primarios maduros e leitosos, com cerca
de 60 dias de idade ou mais, foram utilizados como fonte de explantes para

realizagéo dos experimentos.

2.4. Transformacdo genética com Agrobacterium tumefaciens

Para realizacdo do procedimento de transformacao, colbnias isoladas da cepa
EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens, contendo o vetor pCAMBIA 1301 (Figura
1), foram retiradas de estrias feitas em placa e colocadas para crescer. Estas
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colonias foram utilizadas para inocular 50 mL de meio YEP, contendo 50 mg L™ de
rifampicina e 50 mg L™ de canamicina. As culturas foram crescidas & temperatura de
28°C, com agitacao orbital de aproximadamente 220 rpm. ApoOs 16 horas, as culturas
com densidade 6tica (ODgoo) entre 0,9 a 1,1 foram centrifugadas a 3.500 rpm, por 10
minutos, a temperatura de 4°C e ressuspendidas em meio Ml (MAXIMOVA et al.,
2003) liquido até atingir uma concentracdo de ODggo = 0,5. ApOs a ressuspensédo da
bactéria, adicionou-se 100 uM de acetosseringona (Sigma Chemical Company,
EUA). A bactéria permaneceu no escuro, a temperatura de 25°C, por 2 a 3 horas até
0 uso em transformagéo.

Os cotilédones de embrides somaticos primarios leitosos foram seccionados
em segmentos de aproximadamente 4 mm?, com auxilio de pinca e bisturi, em
camara de fluxo laminar, e mantidos em agua MiliQ autoclavada até incubagéo com
a suspensdo bacteriana. Os explantes foram incubados em solucdo de
Agrobacterium (3 x 108 células mL™) por 12 minutos, a 25°C, sob agitacdo de 50 rpm
no escuro. Durante esse periodo, os explantes foram sonicados a uma freqtiéncia de
20 KHz e a uma amplitude de 80%, por 100 segundos (Sigma Ultrasonic Processor,
EUA). Apés essa etapa, a solugdo de Agrobacterium foi removida e os explantes
foram colocados em papel filtro estéril para remocédo do excesso de agrobactéria.
Em seguida, os explantes foram colocados em 25 mL de meio SCG-2 (MAXIMOVA
et al., 2003) solido, suplementado com 100 uM de acetosseringona, para o co-cultivo
com Agrobacterium por 72 h, a 25°C, no escuro. ApGs esse periodo, procedeu-se a

realizacdo do teste histoquimico de GUS.

CAMBIA1301 T-DNA Hind 111 (2455)
p5607 b pUCL8 MCS, Nhe I (5230)
>51)o I (280) EcoR1(2404) Neo | (3217) Pl 1 (6259
T border (L) Xho | (1374) 3st XI(2161) Byl 11 (3224) Bst E”T(?bg?c)ier ®

Catalase Intron NOS POLYA

GUS First Exon Histidine tag
35S promoter Gus Second Exon

CAMV35S
LacZ alpha

CaMV35S polyA  hygromycin (R)

Figura 1- Vetor utilizado para a transformacgéo genética de segmentos cotiledonares
de cacaueiro.
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2.5. Experimentos de otimiza¢cdo do protocolo de transformacao genética

2.5.1. Efeito do antibidtico higromicina

A fim de se determinar a concentracdo mais adequada do antibiético higromicina
para a selecado dos embrides somaticos transformados, segmentos cotiledonares de
4 mm? foram excisados de embries primarios leitosos em camara de fluxo laminar,
sobre papel filtro estéril umedecido, com auxilio de pin¢a e estilete. Em seguida, os
explantes cotiledonares foram colocados em placas de petri contendo 25 mL de
meio SCG-2 sélido (vide item 2.6, Capitulo 1), suplementado com higromicina nas
concentracdes de 0, 5, 7,5, 10 e 15 mg L™. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento a 25 + 2 °C, no escuro, durante todo o periodo de cultivo. Apés 14 dias
de cultivo em meio SCG-2, os explantes foram transferidos para meio ED4s/g (vide
item 2.6, Capitulo 1), contendo as mesmas concentracdes do antibiotico higromicina,
permanecendo por mais 14 dias até a transferéncia para o meio ED3gyq. As culturas
foram subcultivadas em meio ED3s/g suplementado com diferentes concentracdes
de higromicina a cada 14 dias e, ao final do terceiro subcultivo, procedeu-se a

avaliacao do experimento.

2.5.2. Efeito de antibidticos utilizados no controle de

Agrobacterium

O efeito dos antibiéticos cefotaxima (250 e 500 mg L™), timentin (150 e 300
mg L) e meroperem (6,25 e 12,5 mg L ™) na embriogénese somatica secundaria foi

avaliado seguindo a metodologia descrita no item 2.7 do Capitulo 1.
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2.5.3. Efeito da sonicacao dos explantes

Buscando avaliar o efeito da duracdo da sonicagcdo na eficiéncia de
transformacéo genética, segmentos cotiledonares de 4 mm? foram excisados de
embrides primarios leitosos em camara de fluxo laminar, sobre papel filtro estéril
umedecido, com auxilio de pinga e estilete. Em seguida, os explantes cotiledonares
foram colocados em microtubos de 1,5 mL contendo &gua estéril, até 0 momento da
incubacdo em solucdo de Agrobacterium. A agua foi posteriormente aspirada e
substituida por 1 mL da suspensdo de Agrobacterium (meio MI + Agrobacterium +
100 uM de acetosseringona) na concentragdo de 0,5 (ODeoo). A mistura foi em
seguida sonicada por 0, 50, 100, 150, 200, 250 ou 300 segundos, a uma frequéncia
de 20 KHz e 80% de amplitude (Sigma Ultrasonic Processor, EUA), seguido da
incubacdo em Agrobacterium por 12 minutos, sob suave agitacdo a 25°C. Apos a
incubacdo em Agrobacterium, os explantes foram transferidos para placas de petri
contento o meio de pré-cultura SCG-2, suplementado com 100 uM de
acetosseringona, nas quais permaneceram por 3 dias em periodo de co-cultivo, nas
mesmas condi¢cdes descritas no item 2.4. Apos esse periodo, os explantes foram
submetidos ao teste histoquimico de GUS conforme descrito no item 2.6.

2.5.4. Efeito do tempo de incubacao dos explantes em Agrobacterium

Segmentos cotiledonares de 4 mm? foram incubados em solucdo de
Agrobacterium (ODggo= 0,5) por 0, 5, 10, 15, 20 ou 30 minutos, seguido do co-cultivo
e teste histoquimico de GUS como descrito nos itens 2.4 e 2.6.

2.5.5. Efeito da concentracdo de Agrobacterium

Segmentos cotiledonares de 4 mm? foram incubados por 12 minutos em

solugcéo de Agrobacterium nas seguintes concentracdes a ODgoo: 0, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8
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ou 1,0. O co-cultivo e o teste histoquimico de GUS foi realizado conforme descrito

nos itens 2.4 e 2.6.

2.5.6. Efeito da concentracédo de acetosseringona no meio de co-cultivo

Apés a incubacdo em solucdo de Agrobacterium (ODgyo = 0,5), por 12
minutos, os explantes foram colocados em placas de petri contento o meio de co-
cultivo SCG-2, suplementado com 0, 25, 50, 100 ou 200 uM de acetosseringona ou
contendo suspensédo de células de tabaco (feeder-layer), permanecendo por 3 dias
sob as mesmas condi¢Bes descritas no item 2.4 até o ensaio histoquimico de GUS
(item 2.6).

2.6. Ensaio histoquimico de GUS

Apé6s 3 dias de co-cultivo, os explantes foram submetidos ao teste histoquimico
de GUS (JEFFERSON et al., 1987). Os explantes foram incubados por 72 horas, a
28°C, em tampao de reacdo X-GLUC (5-bromo-4-chloro-3-indolil-b-D-glucuronideo).

Apos esse periodo, o tampéao de reacédo foi removido e substituido por alcool a 70%.

2.7. Avaliacdo dos experimentos

As variaveis freqiéncia de calo embriogénico, nimero médio de embribes por
explante e numero médio de embrides leitosos por explante, foram avaliadas nos
experimentos com o0s antibiéticos higromicina, cefotaxima, meropenem e timentin.
Para os experimentos de transformacdo genética, as varidveis analisadas foram
frequéncia de explantes GUS+ e o numero médio de pontos azuis/explante. Uma
lupa LEIKA EZ40 D com camera fotografica digital acoplada foi utilizada na

avaliacao dos experimentos.



70

2.8. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os
experimentos foram realizados com 3-5 repeticbes por tratamento, sendo cada
repeticdo constituida por uma placa de petri com 20 explantes. Para analise
estatistica dos experimentos foi utilizado o teste de Bonferroni, com nivel de 5% de

probabilidade.
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3. RESULTADOS

Para recuperar embrides sométicos de cacaueiro transformados, fatores
inerentes ao procedimento de transformacao que afetam a eficiéncia de regeneracao
de embrides somaticos leitosos secundarios foram estudados. Discos cotiledonares
de embribes somaticos primarios dos gendétipos ‘TSH 565’ e ‘TSH 1188’ foram
cultivados em meio SCG-2, ED4s/g e ED3s/g, conforme metodologia descrita no
item 2.7 do Capitulo 1, suplementados com o antibiético higromicina nas
concentracdes de 0, 5, 7,5, 10 e 15 mg.L™, a fim de obter a curva de morte/letalidade
que os explantes cotiledonares apresentam em meio seletivo (Figuras 1 e 2).
Antibiéticos utilizados no controle do crescimento de Agrobacterium apdés o
procedimento de transformacédo e a fase de co-cultivo também foram avaliados
guanto seus efeitos na embriogénese soméatica secundaria em ‘TSH 565'. Os
antibiéticos timentin (150 mg.L™* e 300 mg.L™), cefotaxima (250 mg.L™ e 500 mg.L™)
e meropenem (6,25 e 12,5 mg.L™) foram analisados quanto a indugdo de calos
embriogénicos, numero meédio de embrides por explante e tipo de embrido produzido
(leitoso ou translucido) (Figura 3). A avaliacdo de fatores que interferem na
transferéncia do T-DNA da bactéria para a célula hospedeira também foi efetuada.
Experimentos de transformacéo testando-se a sonicacao de explantes embrionarios
durante a incubacdo com a suspensao bacteriana, a concentracdo da bactéria em
suspensdo no meio de inducdo (MI), o tempo de incubacdo em suspenséo
bacteriana e o efeito de acetosseringona em meio de co-cultivo foram realizados
utilizando discos cotiledonares de embrides primarios leitosos do gendtipo ‘TSH 565’
(Figura 4).
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Figura 1 — Cultivo in vitro de segmentos cotiledonares de embrides somaticos
primarios do genotipo ‘TSH 565 em meio seletivo de regeneracédo de
embrides somaticos secundarios (SCG-2—ED4s/g—ED3s/g) contendo
higromicina em 5 diferentes concentracdes. A — ED3s/g + 0 mg.L™ de
higromicina; B — ED3s/g + 5 mg.L™ de higromicina; C — ED3s/g + 7,5
mg.L™ de higromicina; D — ED3s/g + 10 mg.L™ de higromicina; E —
ED3s/g + 15 mg.L™ de higromicina.
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Figura 2 — Cultivo in vitro de discos cotiledonares de embrides soméaticos primarios
do gendtipo ‘TSH 1188 em meio seletivo de regeneracdo de embrides
somaticos secundarios (SCG-2—ED4s/g—ED3s/g) contendo higromicina
em 5 diferentes concentracdes. A — ED3s/g + 0 mg.L™ de higromicina; B
— ED3s/g + 5 mg.L* de higromicina; C — ED3s/g + 7,5 mg.L" de
higromicina; D — ED3s/g + 10 mg.L™ de higromicina; E — ED3s/g + 15
mg.L™ de higromicina.
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Figura 3 — Cultivo in vitro de discos cotiledonares de embrides sométicos primarios
do gendtipo ‘TSH 565’ em meio de regeneracdo de embrides somaticos
secundarios (SCG-2—ED4s/g—ED3s/g) contendo antibidticos utilizados
no controle de Agrobacterium apds o co-cultivo. Os antibioticos foram
avaliados em duas diferentes concentracdes: A - timentin 150 mg.L™, B -
timentin 300 mg.L", C - cefotaxima 250 mg.L™, D - cefotaxima 500 mg.L™,
E - meropenem 6,25 mg.L™"; meropenem 6,25 mg.L™.
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Figura 4 — Cotilédones de embries soméaticos de cacau evidenciando a expressao
do gene GUSInt. A — Controle; B — 5 minutos de tempo de incubag&o em
Agrobacterium; C - 20 minutos de tempo de incubacdo em
Agrobacterium; D — concentracdo de Agrobacterium de 1,0 (ODeoo); E -
concentracdo de Agrobacterium de 0,5 (ODggp); F — concentracdo de
Agrobacterium de 0,8 (ODegoo; G, H, I, J — 25 uM acetosseringona em
meio de co-cultivo (SCG-2); L, N — 100 segundos de sonicagéao; M — 250
segundos de sonicacdo; O — explantes ndo transformados e explantes
transformados co-cultivados com Agrobacterium em meio SCG-2
suplementado com células de tabaco (feeder-layer).
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3.1. Efeito do antibidtico higromicina na regeneracdo de embrides somaticos

secundarios

O antibiético higromicina na concentracdo de 10 mg L™ inibiu quase que
completamente a formacéo de calos no gendétipo ‘TSH 565’ (5%) (Figura 1). Para o
genotipo ‘TSH 1188’, entretanto, inibicdo similar (5%) foi obtida somente em meio de
cultura contendo 15 mg L™ de higromicina. As concentracdes de 10 e 15 mg L™
também inibiram drasticamente a frequéncia de calos embriogénicos (Figura 2) e o
namero médio de embrides por explante (Figura 3), em ambos 0S genotipos
avaliados. Entretanto, higromicina na concentracdo mais elevada testada, de 15 mg
L™, ndo foi suficiente em eliminar completamente a producdo de embrides em

explantes cotiledonares de ambos os gendétipos avaliados.

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

H TSH 1188

ki TSH 565

Freqiiénciade calogénese

T1: T2: T3:7,5 T4:10 T5:15
Omg/mL5mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Higromicina

Figura 1 — Frequéncia média de calogénese em explantes cotiledonares dos
genotipos ‘TSH 1188’ e ‘TSH 565’ cultivados em meio de regeneracao
contendo diferentes concentra¢des do antibiético higromicina.
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Figura 2 — Frequéncia média de calos embriogénicos em explantes cotiledonares de
‘TSH 1188’ e ‘TSH 565’ cultivados em meio de regeneracdo contendo
diferentes concentrages do antibidtico higromicina.
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Figura 3 — Numero médio de embrides por calo embriogénico em explantes
cotiledonares de ‘TSH 1188 e ‘TSH 565’ cultivados em meio de
regeneracdo contendo diferentes concentracdes do antibibtico
higromicina.

3.2. Efeito de antibidticos para o controle de Agrobacterium na regeneracéao

de embrides somaticos secundarios

O clone ‘TSH 565 foi selecionado para a avaliagdo dos efeitos dos
antibioticos usados no controle de Agrobacterium na embriogénese somatica
secundaria. De um modo geral, os antibidticos empregados no controle de
Agrobacterium avaliados tiveram um efeito negativo na capacidade regenerativa dos
explantes, independente da concentracdo utilizada. Comparado ao controle (sem
antibioticos), os antibidticos cefotaxima, timentin e meropenem reduziram
significativamente a frequiéncia de calos embriogénicos (Figura 4), o numero médio
de embribes por explante (Figura 5) e o numero médio de embrides leitosos por
explante (Figura 6). Além disso, 0 antibiético meropenem aumentou
significativamente a frequéncia de calos com raiz, independente da concentracéo

utilizada (Figura 4).
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Figura 4 — Frequéncias média de calos embriogénicos e calos com raiz em
explantes cotiledonares de ‘TSH 565" cultivados em meio de
regeneracdo contendo diferentes concentracdes de antibidticos.
Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, para cada variavel,
nao diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Bonferroni.
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Figura 5 — NUmero médio de embrides por calo embriogénico em explantes
cotiledonares de ‘TSH 565’ cultivados em meio de regeneragdo
contendo diferentes concentracdes de antibidticos. Médias seguidas de
pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Bonferroni.
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embriogénico em explantes cotiledonares de ‘TSH 565’ cultivados em
meio de regeneracdo contendo diferentes concentracdes de
antibioticos. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, para
cada variavel, ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Bonferroni.

3.3. Efeito da sonicag&o dos explantes na eficiéncia de transformagao

O tratamento de sonicacdo dos explantes cotiledonares de ‘TSH 565 que
determinou a maior frequéncia de explantes GUS+ foi o de 150 segundos (2%),
embora as diferencas observadas ndo tenham sido significativas (Figura 7). O
maiores numeros médios de pontos azuis por explante foram obtidos nos
tratamentos de sonicacdo dos explantes em agua por 100 segundos (sonicagdo sem
agro) ou sonicacdo em presenca de Agrobacterium por 150 ou 250 segundos
(ambos 0,63) (Figura 8).
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azuis por explante em ‘TSH 565’.
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3.4. Efeito do tempo de incubacé&o dos explantes em Agrobacterium

Os explantes cotiledonares de ‘TSH 565’ incubados por 20 minutos em
solucdo de Agrobacterium apresentaram a maior frequéncia de explantes GUS+
(1,33%), embora essa diferenca ndo tenha sido significativa entre os tratamentos
(Figura 9). Em relagdo ao numero médio de pontos azuis por explantes, o0s
tratamentos de 5 minutos e 20 minutos de incubacao se destacaram em relacdo aos

demais tratamentos (Figura 10).

Freq. de explantes GUS +
-
—

0,0%

cont. - 5min 10 min 15 min 20 min 30 min

Tempo de incubacdo

Figura 9 — Efeito do tempo de incubagdo dos explantes em solugdo de
Agrobacterium na frequéncia de explantes GUS+ em ‘TSH 565’.
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Figura 10 — Efeito do tempo de incubacdo dos explantes em solucdo de
Agrobacterium no nimero médio de pontos azuis por explante em ‘TSH
565'.

3.5. Efeito da concentracdo de Agrobacterium

A concentracdo de Agrobacterium de 1,0, (O.D.goo) proporcionou a maior
freqiéncia de explantes GUS+ (Figura 11) e niumero médio de pontos azuis por
explante (Figura 12), embora a diferenca tenha sido significativa somente para a
primeira variavel. A ODgoo de 0,8 também proporcionou um nimero médio de pontos

azuis por explante similar aquele obtido em ODgoo de 1,0 (Figura 12).
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Figura 12 — Efeito da concentracdo de Agrobacterium no nimero médio de pontos
azuis por explante emTSH 565’.

3.6. Efeito da concentragcdo de acetosseringona no meio de co-cultivo

Frequéncia similares de explantes GUS+ para ‘TSH 565’ foram obtidas entre as
diversas concentracbes de acetosseringona testadas em meio de co-cultivo, bem
como na presenca de suspensdo de células de tabaco. Ndo se observou diferenca
na freqiiéncia de transformacao entre esses tratamentos e o controle (auséncia de

acetosseringona e células de tabaco).
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4. DISCUSSAO

4.1. Efeito do antibiético higromicina

Dentre os mecanismos utilizados para selecédo de células transformadas esta
0 uso de genes marcadores de selecéo in vitro. Estes genes geralmente codificam
para uma proteina com atividade enzimatica, ou para um produto que ira conferir as
células transformadas da planta, resisténcia a um determinado substrato, permitindo
distinguir células transformadas e ndo transformadas. Estes genes sdo utilizados
para que o produto de sua expressao permita que apenas as células transformadas
crescam. O gene (hpt), que codifica para a enzima higromicina fosfotransferase
(HPT), foi isolado de Escherichia coli e confere resisténcia ao antibiotico higromicina,
sendo muito utilizado para sele¢do de plantas transformadas em varias espécies. O
antibiético higromicina B € um antibiético aminociclitol produzido por Streptomyces
hygroscopicus e inibe a sintese de proteinas em procariotos e eucariotos,
interferindo na translocacdo e reconhecimento do aminoacyl- tDNA, causando ma
leitura do mRNA (ZHENG et al., 1991).

A introducao de genes marcadores de selecdo como a higromicina, junto com
0 gene de interesse sdo fundamentais para a recuperacdo de plantas transgénicas
expressando o gene de interesse, pois a regeneracdo destas plantas ocorre em
meio de regeneracdo do tecido contendo o antibidtico que fatalmente eliminara as
células do tecido que nado foram transformadas. Porém, ainda é comum o
aparecimento de plantas quiméricas ou ‘escapes’ em alguns eventos de
transformacao. Segundo Brasileiro (1998), uma planta quimérica é formada por
células transformadas e células nao transformadas, e seu aparecimento pode
ocorrer em virtude de uma selecao tardia ou inadequada, permitindo que uma célula
transformada e uma célula ndo transformada déem origem ao mesmo broto.
“Escapes” sdo plantas ndo transformadas que, apesar de ndo expressarem 0 gene
marcador de selecdo, conseguem regenerar na presenca do agente de selecao.
Portanto, a determinacdo das melhores condigbes para se proceder a selecdo de
plantas transformadas € muito importante para o sucesso da aplicacdo das técnica

de transformacdo genética. Assim, a determinacdo das concentracfes de
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antibioticos marcadores de selecdo que consigam eliminar com eficiéncia todas as
células nédo transformadas no tecido sem causar prejuizo as células transformadas é
imprescindivel para aumentar a eficiéncia na obtencéo de plantas transgénicas.
Neste trabalho cinco diferentes concentrag6es do antibiotico higromicina
foram testadas para avaliar a sua letalidade na embriogénese somatica secundaria
dos gendtipos ‘TSH 1188 e ‘TSH 565’. Observou-se que a formacédo de calos foi
afetada pela presenca de higromicina e que muitos dos explantes apresentaram um
escurecimento caracteristico de oxidacdo do tecido sem mostrar nenhum aumento
de massa celular. A concentracdo de 10 mg.L™* causou os maiores efeitos inibitérios
nos explantes cotiledonares quanto a producdo de embribes em ambos genotipos
avaliados. Para o ‘TSH 1188’ o tratamento com 10 mg.L™" de higromicina inibiu
completamente a inducdo de calos embriogénicos e a consequente producdo de
embrides. Porém, surpreendentemente, na concentracdo de 15 mg.L™" calos
embriogénicos e poucos embribes foram encontrados. Semelhantemente, o ‘TSH
565’ seguiu a mesma tendéncia, mas sem apresentar a inibigao total no tratamento
com higromicina a 10 mg.L™. Assim, concentracdes de higromicina acima de 15
mg.L" devem ser testadas visando identificar aquela em que ocorra a inibicdo

completa da producédo de embries soméaticos em ambos 0s genoétipos de cacaueiro.

4.2. Efeito de antibidticos para o controle de Agrobacterium na regeneracao

de embrides somaticos secundarios

Nos ultimos anos, muitas plantas transgénicas foram obtidas usando a
transformacdo genética mediada por Agrobacterium. Na aplicacdo deste método
indireto de transformacéo, a supressédo e a eliminacdo da bactéria sdo necessarios
para minimizar o risco da bactéria interferir no crescimento e regeneracéo de tecidos
vegetais potencialmente transformados, e também para reduzir o risco de liberacéo
da agrobactéria geneticamente modificada no ambiente (OGAWA; Mil, 2005;
OGAWA; Mll, 2007).

Para o controle da Agrobacterium em meio seletivo de regeneracdo, muitos
antibiéticos B-lactam tém sido utilizados, sendo 0os mais comuns carbenicilina e

cefotaxima. Esta classe de antibidticos age inibindo a sintese da parede celular por
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interferir mais especificamente na biossintese de peptideoglicano, um componente
da parede celular de procariontes (GHUYSEN, 1997; DEMAIN; ELANDER, 1999;
ASBEL; LEVISON, 2000). Trabalhos avaliando o efeito de carbenicilina e cefotaxima
no crescimento da célula vegetal, organogénese e embriogénese tém sido relatados
(NAUERBY et al., 1997), assim como também para outras classes de antibidticos
(POLLOCK et al. 1983; YOUNG et al. 1984; OKKELS; PEDERSEN 1988). Apesar
desses relatos, a toxicidade de antibidticos p-lactams para tecidos vegetais, assim
como para A. tumefaciens tem sido raramente estudado.

Para o estabelecimento de um protocolo de transformacgéo genética eficiente
para uma determinada espécie, faz-se necessario determinar os efeitos dos
antibioticos utilizados para controle de Agrobacterium na resposta morfogénica in
vitro. O presente estudo avaliou o efeito de concentracdes diferentes de trés
antibiéticos da classe dos pB-lactam (cefotaxima, timentin e meropenem) na
embriogénese somatica secundaria de cacaueiro. Observou-se que todos o0s
tratamentos com os antibiéticos testados, independente da concentracdo utilizada,
reduziram drasticamente a regeneracdo de embrides somaticos secundarios, ficando
evidente o efeito fitotoxico destes antibioticos em explantes de cacaueiro. Muitos dos
explantes cotiledonares ndo apresentaram nenhum sinal de calejamento, enquanto
alguns produziram calos compactos (brancos) e outros produziram embribes
diretamente do explantes, ou seja, sem a formacédo de calos. Entre os tratamentos
foi observado também que as diferentes concentracfes testadas podem inibir ou
favorecer o surgimento de um determinado tipo de embrido (leitoso ou translicido).
Objetivando obter uma maior producéo de calos embriogénicos e embrides leitosos
(devido a apresentarem maior taxa de conversao) os tratamentos T3 (timentin 150
mg.L™), T5 (meropenem 6,25 mg.L™) e T6 (meropenem 12,5 mg.L™?) apresentaram
os melhores resultados dentre os tratamentos avaliados. Embora diferengas
estatisticas ndo tenham sido observadas, o antibiético meropenem, em ambas as
concentracoes, foi 0 que apresentou os melhores resultados quanto a frequéncia de
calo embriogénico e niumero médio de embrides por calo embriogénico. No entanto,
este antibidtico também induziu a maior freqiéncia de calos com raiz observada
entre os tratamentos. Também foi observado para este antibiético que a producao
de embrides leitosos foi quase equivalente a producdo de embrides translicidos,
embora 6,25 mg.L™ favoreceu um ligeiro aumento na quantidade de embrides

translticidos em relacdo aos embrides leitosos. Ogawa e Mii (2007) relataram que a
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atividade antibacteriana e a fitotoxidade do meropenem afetaram minimamente as
condicbes de transformacdo conseguindo controlar o supercrescimento de
Agrobacterium com 25 mg.L™, e alcancando altas freqiiéncias de transformacéo em
tabaco, tomate e arroz.

O timentin na concentracdo de 150 mg.L™" apresentou uma maior relacéo
E.L/E.T. para o genoétipo ‘TSH 565’ de cacau. Este antibidtico € uma mistura de
ticarcilina, um derivado da penicilina, e acido clavulanico, com atividade contra
muitas bactérias gram negativas (como Agrobacterium) possuindo atividade -
lactamase (NEU, 1985). Timentin tem sido preferencialmente utilizado em trabalhos
de transformacéo genética de tomate e tabaco por apresentar um efeito positivo na
regeneracdo de brotos de explantes de discos foliares e na regeneracdo de
cotilédones (NAUERBY et al., 1997; COSTA et al., 2000).

No presente estudo, a cefotaxima foi o antibiotico que causou mais prejuizos
a embriogénese somatica do cacaueiro, especialmente na concentracdo de 500 mg
L. Esse resultado reforca os relatos encontrados na literatura quanto a sua inibicdo
a regeneracdo de diversas espécies vegetais quando em concentracfes acima de
500 mg.L?* (NAUERBY et al., 1997). Entretanto, também hé& relatos de efeitos
positivos de seu uso na morfogénese in vitro, dependendo da concentragao utilizada
(FEYISSA et al., 2007).

Os antibidticos timentin e meropenem, quando utilizados em menores
concentracdes (150 mg.L™ e 6,25 mg.L™, respectivamente), apesar de afetarem a
resposta morfogénica de cacau, mostraram uma maior tendéncia em produzir
embrides somaticos secundarios leitosos, sendo assim recomendados para

utilizacdo em trabalhos de transformacao genética do gendtipo ‘TSH 565'.

4.3. Efeito da sonicacdo dos explantes, acetosseringona, concentracao de
Agrobacterium e tempo de incubacéo na eficiéncia de transformacéao

O ferimento parece ser um componente importante na transformacao
mediada por Agrobacterium. A injaria do tecido facilita a infecgdo pela bactéria, além
de produzir indutores do processo de transferéncia de T-DNA (STACHEL et al.,

1985). Recentemente, foi proposto o uso de pulsos de ultra-som para ferir e
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modificar tecidos alvo, visando o aumento da infec¢cdo por Agrobacterium. A técnica
denominada de SAAT (transformacdo mediada por Agrobacterium e ultra-som;
TRICK; FINER, 1997) tem incrementado a eficiéncia na transferéncia de genes.
Joersbo e Brunstedt (1990) relataram a introducao de DNA ex6geno em protoplastos
de Nicotiana tabacum e Beta vulgaris através da aplicacdo de pulsos de ultra-som a
20 kHz e 0,5-1,5 watts/cm2 de poténcia acustica. Para Beta vulgaris, foi observado
gue a frequéncia de expressao transiente do gene introduzido foi maior utilizando
ultra-som do que a obtida com eletroporagcédo. Os mesmos autores relataram ainda o
uso de tecido foliar de caupi, embrides imaturos de Zea mays, sementes de Triticum
aestivum e Picea glauca como explantes iniciais para a aplicacdo de pulsos de ultra-
som (55KHz). Os pulsos de ultra-som variaram de 2 a 100 segundos, dependendo
da espécie testada. Em todos os tecidos testados, o tratamento com SAAT
aumentou os niveis de expressao transitoria do gene GUS. Na maioria dos tecidos
inoculados com Agrobacterium e sem SAAT, a expressao transitoria do gene GUS
foi muito baixa ou nula. Aplicando-se pulsos de ultra-som, a expressdo aumentou de
100 a 1400 vezes, dependendo da espécie.

Considerando que cacaueiro € uma planta recalcitrante a cultura de tecidos,
alternativas tém sido buscadas para aumentar a infeccao dos tecidos cotiledonares
de cacau com Agrobacterium, aplicando-se a técnica de SAAT (MAXIMOVA et al.,
2003). Os resultados obtidos no presente estudo também reforcam ser
imprescindivel a aplicacdo da técnica de sonicacéo para os explantes de cotilédones
de embrides somaticos de cacaueiro, visto que sem a aplicacdo de pulsos de ultra-
som nenhum nivel de expressdo de GUS foi detectado. Os resultados obtidos
demonstraram um aumento de 5% na eficiéncia de transformacédo em relacdo ao
controle (ndo sonicado) quando os explantes foram sonicados por 150 segundos em
presenca de Agrobacterium. Também foi observado que a sonicac¢do dos explantes
(100 segundos) antes do contato com a agrobacteria determinou um namero médio
de 2,4 vezes mais pontos azuis do que explantes sonicados por 100 segundos em
presenca da bactéria.

Substancias que se comportam semelhantemente a compostos fendlicos
naturais podem ser utilizadas visando potencializar a sinalizacdo da presenca de
tecido em condicdo de ser infectado por Agrobacterium. A utlizagcdo de
acetosseringona tem incrementado a eficiéncia de transformacdo mediada por

Agrobacterium para muitas culturas, incluindo plantas recalcitrantes, como a grande
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maioria de monocotiledéneas. No presente estudo, avaliou-se o efeito de
concentracbes de acetosseringona, que variaram de 0 a 200 puM, ou suspensao de
células de tabaco (feeder-layers) em meio de co-cultivo, na eficiéncia de
transformacao de cacaueiro. Foi observado que a presenca de acetosseringona néao
se mostrou um fator essencial para a transformacéo de cacau. Tingay (1997) e Fang
et al. (2002) também nédo observaram diferencas na eficiéncia de transformacao de
cevada quando os explantes foram cultivados em diferentes concentracdes de
acetosseringona. Por outro lado, efeitos positivos na eficiéncia de transformacao
devido a presenca de acetosseringona em meio de co-cultivo tém sido relatado para
arroz (HIEI et al., 1994), milho (ISHIDA et al., 1996) e trigo (CHENG et al., 1997; WU
et al., 2003).

Vérios trabalhos tém relatado a relacdo entre a densidade da Agrobacterium
utilizada e o tempo de incubacdo dos explantes em Agrobacterium (BARIK et al.,
2005; SANTAREM, 2000). No presente estudo, observou-se que o tempo de
incubacéo de 20 minutos determinou a maior frequéncia de explantes expressando o
gene GUS. Em cacaueiro, o periodo de 10 minutos de incubacao dos explantes em
Agrobacterium tem sido tradicionalmente utilizado nos experimentos de
transformacao (MAXIMOVA et al., 2003; 2006). Os resultados obtidos demonstram
que o tempo de incubacdo dos explantes em Agrobacterium é um importante fator
afetando a eficiéncia de transformacgéo.

O numero de células de Agrobacterium no inoculo também é considerado ser
um fator critico para a eficiéncia de transformacao (COSTA et al., 2002). Um numero
excessivo de bactéria pode estressar as células vegetais e afetar o potencial de
regeneracao, enquanto baixas concentracdes reduzem a eficiéncia de transferéncia
do T-DNA. No presente estudo, observou-se que a concentracdo de 1,0 (ODsggo)
produziu as maiores frequéncias de transformacéo. Para cacaueiro, a concentracao
de 0,5 (ODg4z0) tem sido utilizada nos trabalhos de transformacédo (MAXIMOVA et al.,
2003; 2006).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem extrair as seguintes

conclusoes:

e Concentracdes de higromicina acima de 15 mg L™ devem ser utilizadas
em meio seletivo de regeneracdo de embrides somaticos a fim de
selecionar aqueles transformados;

e Os antibidticos timentin e meropenem, nas concentracdes de 150 e
6,25 mg L, respectivamente, devem ser utilizados em meio seletivo de
regeneracdo de embrides, visando minimizar o efeito negativo dos
antibioticos empregados no controle de Agrobacterium;

e A sonicacgdo dos explantes em Agrobacterium por 150 segundos, a 20
kHz, é recomendada para o aumento da freqiiéncia de transformacéo;

e Os explantes de ‘TSH 565 devem ser incubados em solugcéo de
Agrobacterium, em ODggo de 1,0 (5x10° cels.mL™), por 20 minutos, a
fim de se obter maiores frequiéncias de transformacéo;

e A presenca de acetosseringona ou células de tabaco em meio de co-

cultivo ndo afeta a eficiéncia de transformagao.
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CAPITULO 3

TRANSFORMACAO GENETICA DO CLONE COMERCIAL DE CACAUEIRO
(Theobroma cacao L.) 'TSH 565’ COM O GENE OXALATO DECARBOXILASE
(OXDC)

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi utilizar o gene candidato de resisténcia OxDC
(oxalato decarboxilase), do fungo Flamullina velluptes, em trabalhos de
transformacdo genética do clone ‘TSH 565’, visando a producdo de plantas de
cacaueiro transgénicas e futura avaliacdo da resisténcia ao fungo M. perniciosa.
Para esse conjunto de experimentos, cerca de 300 explantes cotiledonares de ‘TSH
565’ foram co-cultivados com a linhagem de Agrobacterium tumefaciens EHA 101,
contendo o vetor pCAMBIA OxDC, conforme metodologia descrita nos Capitulo 1 e
2. Aproximadamente 554 embries somaticos potencialmente transformados foram
obtidos no presente trabalho. Muitos desses embrides foram de morfologia anormal,
dificultando a sua conversdo em plantulas, provavelmente devido a presenca de
antibioticos no meio de cultura ou a efeitos colaterais causados pelo transgene. Uma
amostragem de 10 embrides, por PCR, revelou que nenhum conteve o transgene,

provavelmente devido a baixa pressdo de selecdo com o antibidtico higromicina
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imposta nos experimentos. Uma amostragem maior de embrides sera efetuada num
futuro proximo visando identificar, por PCR, e micropropagar aqueles embrides
transformados, de modo a se obter plantas completas de cacaueiro expressando o

gene OxDc para futura avaliacdo da resisténcia contra M. perniciosa.
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1. INTRODUCAO

Culturas de importancia agrondmica tém sido prejudicadas pela acdo de
fungos nas fases de pré e pos-colheita, afetando muitas vezes severamente a
produtividade e causando perdas e grandes prejuizos econdmicos. A patogenicidade
apresentada pelos fungos tem sido associada a producdo de &cido oxalico
(BATEMAN; BEER, 1965; MAGRO et al.,, 1984; GODOY et al., 1990). Estudos
prévios forneceram evidencias do envolvimento do acido oxalico no mecanismo de
patogenicidade flngica, mas o exato papel deste acido durante a infeccdo fangica
ainda ndo é bem compreendido. No entanto, varias enzimas celuloliticas e
pectinoliticas secretadas por fungos durante a invaséo e infeccao do tecido vegetal
tem maxima atividade em baixo pH, aumentando a atividade enzimatica devido ao
decréscimo do pH do apoplasto (BATEMAN; BEER, 1965; LUMSDEN, 1976). O
oxalacetato pode também quelar o calcio, comprometendo a funcéo de resposta de
defesa dependente de calcio e causando o enfraquecimento da parede celular
(BATEMAN; BEER, 1965; MARCIANO et al., 1983; FERRAR; WALKER, 1993). Além
disso, o0 oxalato suprime a biossintese oxidativa, desativando mais rapidamente as
respostas de resisténcia em células vegetais (CESSNA et al., 2000).

A introducdo de um gene que possa degradar especificamente o acido oxalico
em plantas pode apresentar algumas vantagens, como reduzir o estresse nutricional
e conferir resisténcia a patdgenos fungicos (KESARWANI et al., 2000). A enzima
oxalato oxidase catalisa a oxidacdo dependente de oxigénio de oxalato, gerando
CO, e peroxido do hidrogénio (KOTSIRA; CLONIS, 1997). Ja a oxalato
dercaboxilase quebra o oxalato, gerando formato e CO, (REINHARDt et al ., 2003).

Em cacaueiro, foi demonstrado que ‘Catongo’, variedade de cacaueiro
susceptivel a Monioliophthora perniciosa, acumulou grandes quantidades de cristais
de oxalato de célcio em seus tecidos apds a interacdo com o fungo, o que néo foi
observado no clone resistente ‘TSH 1188’ (CEITA et al., 2007). Esses resultados
observados criam perspectivas de que a reducdo de oxalato em tecidos de cacau
tem o potencial de perturbar a interacdo compativel entre T. cacao e M. perniciosa,
podendo levar a resisténcia das plantas ao fungo.
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Vérios relatos demonstram que plantas expressando genes que degradam o
oxalato tém aumentado a resisténcia ao fungo necrotrofico Sclerotinia minor. Em
alface, tabaco e tomate também foram demonstrados que a susceptibilidade a
fungos patogénicos foi abolida pela eliminacdo de oxalato de célcio em plantas
transgénicas superexpressando o0 gene oxalato decarboxilase de fungo
(KESARWANI et al., 2000).

Baseado nas informacbes descritas acima, o objetivo desse trabalho foi
utilizar o gene candidato de resisténcia OxDC (oxalato decarboxilase), do fungo
Flamullina velluptes, em trabalhos de transformacédo genética do clone ‘TSH 565,
visando a producdo de plantas de cacaueiro transgénicas e futura avaliacdo da

resisténcia ao fungo M. perniciosa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

O clone de cacaueiro (Theobroma cacao L.) ‘TSH 565’ foi empregado no

presente estudo.

2.2. Cultivo do material in vitro

O processo de cultivo do material in vitro foi conduzido conforme descrito nos
itens 2.5, 2.6 e 2.7 do Capitulo 1.

2.3. Tipo de explante utilizado para procedimento de transformacgéo

Cotilédones de embrides somaticos primarios maduros e leitosos, com cerca
de 60 dias de idade ou mais, foram utilizados como fonte de explantes para

realizagéo do experimento de transformacao.

2.4. Transformacdo genética com Agrobacterium tumefaciens

Para realizacéo do procedimento de transformacao, colbnias isoladas da cepa
EHA 101 de Agrobacterium tumefaciens, contendo o vetor pPCAMBIA OxDC (DIAS et

al., 2006), foram retiradas de estrias feitas em placa e colocadas para crescer. Estas
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colonias foram utilizadas para inocular 50 mL de meio YEP, contendo 50 mg L™ de
canamicina. As culturas foram crescidas a temperatura de 28°C, com agitacao
orbital de aproximadamente 220 rpm. Apds 16 horas, as culturas com densidade
Otica (ODeoo) entre 0,9 a 1,1 foram centrifugadas a 3.500 rpm, por 10 minutos, a
temperatura de 4°C e ressuspendidas em meio Ml (MAXIMOVA et al., 2003) liquido
até atingir uma concentracdo de ODgypo = 0,5. Apds a ressuspensdo da bactéria,
adicionou-se 100 uM de acetosseringona (Sigma Chemical Company, EUA). Os
cotilédones de embrides somaticos primarios leitosos foram seccionados em
segmentos de aproximadamente 4 mm? com auxilio de pinca e bisturi, em camara
de fluxo laminar, e mantidos em agua MiliQ autoclavada até incubacdo com a
suspensdao bacteriana. Os explantes foram incubados em solucdo de Agrobacterium
(3 x 10 células mL™) por 12 minutos, a 25°C, sob agitacdo de 50 rpm no escuro.
Apés essa etapa, a solucdo de Agrobacterium foi removida e os explantes foram
colocados em papel filtro estéril para remocdo do excesso de agrobactéria. Em
seguida, os explantes foram colocados em 25 mL de meio SCG-2 (MAXIMOVA et
al., 2003) solido, suplementado com 100 uM de acetosseringona, para o co-cultivo
com Agrobacterium por 72 h, a 25°C, no escuro. As placas de petri foram vedadas
com a fita cirdrgica (micropore tape). Apos esse periodo, 0s explantes foram
transferidos para meio seletivo SCG-2, suplementado com 500 mg.L™ de cefotaxima
e 10 mg.L™" de higromicina, onde permaneceram por 14 dias, a 25 * 2 °C, em
condicdo de escuro. Os calos secundarios foram posteriormente transferidos para o
meio seletivo EDA4s/g, suplementado com o0s agentes seletivos nas mesmas
concentracbes descrita acima, onde permaneceram por mais 14 dias sob as
mesmas condi¢ces de incubacéo anteriores, sendo depois subcultivados a cada 14

dias em meio seletivo ED3s/g, sob as mesmas condi¢cdes de incubacéo anteriores.
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3. RESULTADOS

Para os experimentos de transformacédo do clone ‘TSH 565 com o gene
OxDc, os procedimentos de introdugao e cultivo in vitro de material vegetal foram
realizados conforme descrito nos itens 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 do Capitulo 1. Explantes
cotiledonares de embrides somaticos primarios foram transformados e regenerados
via embriogénese secundaria, como descrito no item 2.7 do Capitulo 1.

Apbs a inoculagcdo de cerca de 300 explantes cotiledonares com A.
tumefaciens contendo o gene OxDc, observou-se que 0s explantes que passaram
pelo processo de transformacdo apresentaram uma maior frequéncia de calo
embriogénico (Figura 1) e numero médio de embrides por explante (Figura 2) do que
explantes ndo inoculados (controle). Entretanto, verificou-se que muitos embribes
somaticos produzidos apés a transformacado dos explantes apresentaram morfologia
anormal (embrides com um unico cotilédone, ou somente com raiz, ou somente eixo
embrionario) (Figuras 3 e 4). Na fase de conversdo dos embrides em plantulas,
verificou-se que muitos embrides que eram considerados normais também
apresentaram um escurecimento avermelhado sob as condi¢cbes de iluminacéo, que
em alguns casos evoluiu por todo o embrido, conferindo a este um aspecto de
oxidado ao final de 3 semanas. Embrides controle, que ndo passaram pelo processo
de transformacdo foram facilmente regenerados em plantulas (Figura 5), porém
nenhum embrido putativo transformado foi convertido em plantula.

Para caracterizar a natureza transgénica dos embrides putativos
transformados, foi feita uma amostragem de dez embrides, dentre os 554 embrides
produzidos apos a transformacédo, para a realizacdo de PCR, empregando-se um
par de primers especificos para o gene hptll. Essa amostragem inicial ndo confirmou
a presenca do gene hptll em nenhum dos embrides avaliados. Novos ensaios de
PCR serdo feitos no futuro visando identificar e micropropagar aqueles embrides que
forem identificados como transgénicos, de modo a se obter plantas completas de
cacaueiro expressando o gene OxDc.



109

60%

50%

40% -

30% -

20% -

10% -

0% - :

Controle "Transformantes”
TRATAMENTOS

Freq. calos embriogénicos

Figura 1 — Frequéncia de calos embriogénicos obtidos em embriogénse secundaria
apos transformacao.

4,5

9 4
=
© 35
ks
5 3 -
=
b} 2’5 i
©
S 2
™~
] - -
E 1,5
= 14
v
£ 05 -
{.Jé

0 -

Controle "Transformantes"
TRATAMENTOS
Figura 2. — Numero médio de embribes por calo embriogénico obtidos em

embriogénse secundaria apds transformacao.
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Figura 3 - Embriogénese somatica secundaria de explantes inoculados e co-
cultivados com Agrobacterium tumefaciens. A — embrides controle, B —
embribes transformados com aparéncia de oxidados, na fase de
conversao, C — embrides somaticos putativos transformantes.
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Figura 4 - Embriogénese somética secundaria de explantes co-cultivados com
Agrobacterium tumefaciens contendo o gene OxDc. A — Controle, B, C,
D - transformantes putativos, E, F G — embribes controle normais
maduros, H — calo compacto branco, I, J, L — embrides transformantes
putativos anormais apresentando escurecimento, M — calo
embriogénico produzindo apenas cotilédone transformado putativo.
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Figura 5 — Planta “TSH 565’ originada de embrido soméatico secundario controle do
experimento de transformacgao.
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4, DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a possibilidade de
transformacdo genética de embrides somaticos de cacaueiro com o gene OxDc,
embora ainda ndo tenha sido determinada a natureza transgénica dos embrides.
Embora o processo de transformacdo genética induziu uma maior frequéncia e
namero médio de embribes por explante do que o controle, muitos embrides
produzidos foram anormais. As anormalidades podem ter sido causadas pela
presenca de antibiéticos (cefotaxima e higromicina) no meio de cultura, conforme
observado e discutido no Capitulo 2, ou devido a efeitos colaterais de expresséo do
transgene. A elevada producdo de embrides anormais apdés o0 processo de
transformacao também tem sido relatada por Maximova et al. (2003), que induziram
os embrides transformados a embriogénese terciaria, de modo a aumentar o
sucesso de obtencdo de plantas completas de cacaueiro contendo genes de
interesse.

Uma prévia amostragem por PCR de 10 embrides somaticos, dentre os 554
produzidos, revelou que a principio que nenhum contém o gene OxDc. Em parte, a
pressdo seletiva de 10 mg.L™ do antibiético higromicina usado nos experimentos de
transformacdo pode ser responsavel por esse resultado. Observou-se que
concentracdes de 10mg.L™ de higromicina ndo foram suficientes em eliminar
completamente a regeneracdo de embribes em ‘TSH 565’, conforme observado e
discutido no Capitulo 2. Entretanto, como a amostragem efetuada inicialmente foi
muito baixa, apenas 1,8% do total de embriées produzidos, novos ensaios de PCR
serao feitos num futuro proximo visando identificar e micropropagar aqueles
embrides transformados, de modo a se obter plantas completas de cacaueiro

expressando o gene OxDc para futura avaliacao da resisténcia contra M. perniciosa.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem extrair as seguintes

conclusoes:

O protocolo de transformacéo genética utilizado para transformacdo de "TSH
565’ com o gene OxDc foi eficiente em produzir um elevado numero de
embrides somaticos potencialmente transformados;

A presenca de antibidticos no meio de cultura e/ou efeitos colaterais da
expressao de OxDc pode(m) ter sido responsaveis pela elevada freqiéncia
de embribes anormais obtidos;

A baixa pressdo de selecdo com o antibidtico higromicina pode ter sido
responsavel pela regeneracdo de embrifes “escapes”, ndo confirmados como

transformados por PCR.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no presente estudo permitem extrair as seguintes

conclusoes:

Um sistema eficiente de regeneracdo in vitro, via embriogénese
somatica, estabelecido para os clones comerciais de cacaueiro ‘TSH
565 e ‘TSH 1188’ inclui o cultivo dos explantes em placas de petri
seladas com fita cirargica (micropore tape), durante a fase de inducéo
de calo, seguido do subcultivo dos calos embriogénicos nos meios
ED4s/g—ED3s/g (‘'TSH 565’) ou ED3s/g (‘'TSH 1188’) durante a fase de
indugdo de embrides, devendo o0s meios de cultura serem

suplementados com 1000 uM espermina;

Um sistema eficiente de transformacdo genética estabelecido para os
clones comerciais de cacaueiro ‘TSH 565 e ‘TSH 1188 inclui a
sonicacdo (20 kHz) dos explantes em Agrobacterium, por 150
segundos, seguido da incubacdo dos explantes por 20 minutos em
solucéo de Agrobacterium, a concentracdo de 1,0 (ODgg), € posterior
cultivo dos explantes em meio seletivo contendo pelo menos 15 mg.L™

de higromicina e 150 mg.L™ de timentin ou 6,25 mg L™ de meropenem;

O sistema de transformacdo genética empregado para ‘TSH 565
permitiu a obtencdo de varias centenas de embribes somaticos
supostamente transformados com o gene OxDc, 0s quais serao
caracterizados quanto a sua natureza transgénica e as plantas

produzidas avaliadas quanto a resisténcia ao fungo M. perniciosa.
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