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O projeto objetivou identificar e selecionar genótipos de cacau com carac-
terísticas agronômicas desejáveis para utilização na obtenção de cultivares su-
periores de cacaueiro. As metas do projeto previam multiplicar 2.000 genótipos
em pelo menos três Estações Experimentais, caracterizar 400 clones, sendo 100
cada ano, através de marcadores moleculares RAPD e 200 quanto aos padrões
morfológicos, fisiológicos, características físicas e químicas, reação a Crinipellis
perniciosa e reação de compatibilidade. Com exceção da caracterização fisiológi-
ca, em todas as outras ações de pesquisas foram atingidas 100% das metas
estabelecidas.
A execução do projeto foi realizada por pesquisadores da CEPLAC (Ama-
zônia e Bahia) em cooperação com pesquisadores do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA - USP) e Almirante Cacau.
1. O PROBLEMA
Nos últimos 27 anos, através de expedições botânicas foram realizadas
coletas de cacaueiros silvestres. Estes acessos compõem as coleções mantidas
pela CEPLAC, onde das 186 bacias hidrográficas (primárias, secundárias e
terciárias) em que a Amazônia brasileira foi dividida para fins das coletas, 36
delas foram exploradas para resgate de germoplasma. Estabeleceu-se assim o
programa de preservação da diversidade genética do cacaueiro silvestre da Ama-
zônia, mantido pela instituição, cujas atividades estão concentradas na Estação
de Recursos Genéticos do Cacau “José Haroldo” - ESJOH, localizada no municí-
pio de Marituba, PA.
A coleção do banco de germoplasma estabelecida pela CEPLAC através
da introdução de 2.606 acessos, conta com um total de 21.475 genótipos oriun-
dos dos diversos locais de coleta. Os recursos disponíveis não têm sido suficien-
tes para a consecução adequada da conservação (duplicação e “core collections),
bem como da caracterização e avaliação com vista a obter as informações neces-
sárias à seleção de genótipos, para utilização no programa de melhoramento
genético do cacaueiro para Amazônia brasileira.
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A manutenção das coleções tem demandado especial atenção no que
concerne aos cuidados inerentes às peculiaridades de um banco de germoplasma
na condição “ex-situ”. Porém há necessidade de se estabelecer estratégias de
conservação envolvendo a multiplicação (clonagem) dos acessos, estabelecen-
do-os em pelo menos duas estações experimentais, considerando os principais
materiais mantidos no banco de germoplasma. Evita-se assim os riscos de perda
desses materiais - erosão genética - pela ocorrência de imprevistos, tais como:
incêndios, doenças e outras injúrias. Tais perdas não só acarretariam custos
elevadíssimos para a recuperação dos materiais nos acessos originais (novas
expedições) - isso quando possível - mas, principalmente, representaria um atraso
considerável na condução do programa.
A caracterização das coleções de cacau tem sido basicamente morfo-
agronômica ou baseada em características tecnológicas. Embora essa caracteri-
zação permita uma razoável distinção entre os acessos (Hunter, 1990), as com-
parações entre grupamentos gênicos fica impossibilitada, uma vez que a maio-
ria dos descritores estão mais relacionados às características de frutos e semen-
tes. Assim, torna-se necessário a utilização de técnicas mais rápidas, eficazes e
confiáveis para auxiliar na caracterização, avaliação e triagem dos genótipos
nas coleções como por exemplo a aplicação das técnicas de marcadores
moleculares.
A vassoura-de-bruxa causada pelo fungo Crinipellis perniciosa é a princi-
pal doença do cacaueiro na região Amazônica e os prejuízos diretos sobre a
produção em condições epidêmicas podem alcançar até 90% (Evans e Bastos,
1979; Almeida e Andebrhan, 1989). Em função da disponibilidade de um núme-
ro considerável de genótipos existentes nas coleções do banco de germoplasma,
a seleção de genótipos superiores através da utilização de técnicas de avaliação
quanto à infecção por C. perniciosa, pode-se encontrar fonte de resistência a essa
enfermidade.
É de fundamental importância, portanto, a realização da caracterização e
avaliação dos acessos que compõem as coleções visando conhecer as
potencialidades das mesmas, identificando assim a variabilidade entre e dentre
as populações. Essas são as ferramentas indispensáveis ao programa de melho-
ramento do cacaueiro que através da variabilidade genética promoverá a cria-
ção de novos cultivares.
2. OBJETIVOS
2.1. GERAL
• Identificar e selecionar genótipos de cacau com características
agronômicas desejáveis para utilização na obtenção de cultivares superi-
ores, através do programa de melhoramento genético do cacaueiro na
Amazônia.
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2.2. ESPECÍFICOS
a) Conservar e identificar a variabilidade genética do cacaueiro silvestre da
Amazônia brasileira através das coleções mantidas pela CEPLAC, em
banco de germoplasma “ex situ”;
b) Caracterizar parte dos recursos genéticos de cacau silvestre existentes
nas coleções do banco de germoplasma da CEPLAC na Amazônia brasi-
leira ao nível morfológico, fisiológico, molecular, das características físi-
cas e químicas das amêndoas (qualidade do produto) e quanto a reação à
Crinipellis perniciosa e a reação de compatibilidade
3. METODOLOGIA
Para execução do projeto foram adotadas, para cada área de pesquisa, as
metodologias descritas a seguir, de acordo com os objetivos e metas.
3.1. DUPLICAÇÃO DOS ACESSOS CLONAIS
Foi utilizado o processo tradicional de enxertia para obtenção das mudas
de cada acesso, as quais foram plantadas no sistema tradicional para o cultivo
do cacaueiro na Amazônia (Garcia et al., 1985).
3.2. CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA (FRUTOS E SEMENTES)
Foram utilizados 10 frutos por genótipo ou clone, dos quais foram avali-
ados: a) peso dos frutos; b) peso e número de sementes por fruto; c) forma de
semente e d) peso da casca do fruto.
A forma da semente foi determinada no produto seco em estufa graduada
a 60
o
C até alcançar a umidade de 7 a 8% base úmida (B.U.). As medidas (maior
comprimento e maior largura) foram determinadas com auxílio de um
paquímetro.
3.3. CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS AMÊNDOAS
As sementes obtidas de 10 frutos por acesso, depois de extraídas foram
secadas em estufa ventilada, graduada a 60
o
C, até alcançar a umidade de 7 a 8%
(B.U.). Em seguida, foram avaliados os seguintes caracteres: a) teor de gordura,
conforme método recomendado pelo OICC (1963); b) Ponto de fusão (dureza) da
gordura através do tubo capilar conforme AOAC (1965).
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3.4. CARACTERIZAÇÃO POR MARCADORES MOLECULARES
RAPD
Foram analisados 172 genótipos, representando 22 bacias hidrográficas
da região Amazônica. A extração de DNA foi realizada a partir de folhas jovens
sadias e maduras de acordo com protocolo de Doyle e Doyle (1990) com modifi-
cações (Figueira et al., 1997). As reações de RAPD (Polimarfismo de DNA Ampli-
ficado ao Acaso) foram realizadas conforme descrito por Williams et al. (1990)
com pequenas modificações. Os produtos de amplificação foram analisados
visualmente para presença ou ausência. A variação entre genótipo foi avaliada
a partir de comparações diretas entre a proporção de fragmentos comuns entre
as amostras. As frequências fenotípicas para cada fragmento foram estimadas
usando a medida de informação de Shannon (King e Schall, 1989).
3.5. CARACTERIZAÇÃO QUANTO A REAÇÃO DE COMPATIBILIDA-
DE
Foram escolhidas duas plantas de cada acesso para as polinizações. Es-
sas foram realizadas em cada planta utilizando-se pólen de flores da mesma
árvore, adotando-se os procedimentos recomendados por Engels et al. (1980).
3.6. TRIAGEM DOS ACESSOS CLONAIS COM RELAÇÃO A RESIS-
TÊNCIA A VASSOURA-DE-BRUXA
3.6.1. AVALIAÇÃO DE GENÓTIPOS EM CAMPO EM RELAÇÃO A
INCIDÊNCIA DA VASSOURA-DE-BRUXA (VB)
Cada genótipo foi representado por uma parcela com população inicial
de 10 plantas e idade média de 12 anos dispostas em espaçamento 3 x 3 m. Os
genótipos encontravam-se implantados em área de jardim clonal com alta inci-
dência de vassoura-de-bruxa, em função da não realização do controle cultural
da doença por 4 anos consecutivos.
Os parâmetros para determinação dos níveis de incidência de VB foram o
número de pontos de infecção em ramos (VV) e em almofadas florais (AI)
registrados nas plantas mais vigorosas das parcelas. Dentro de cada parâmetro,
as plantas foram classificadas em 6 níveis de incidência da doença: 0 (zero); >0
£10; >10 £20; >20 £50; >50 £100 e >100.
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3.6.2. AVALIAÇÃO DE GENÓTIPOS PELO TESTE DE INOCULAÇÃO
ARTIFICIAL EM MUDAS.
A metodologia utilizada foi baseada no protocolo desenvolvido por Frias
(1987). As mudas dos genótipos de cacau foram formadas a partir de sementes
obtidas de polinizações naturais e controladas.
O plantio foi realizado através de sementes pré-germinadas em tubetes
contendo terriços. As mudas foram inoculadas com aproximadamente 25 dias
de idade, através de um sistema automatizado de inoculação.
A avaliação foi realizada em casa-de-vegetação 60 dias após as
inoculações, com base nos seguintes caracteres:
• Frequência de vassouras terminais;
• Comprimento de vassouras terminais;
• Freq. de vassouras axilares > 1 cm;
• Freq. de vassouras secas;
• Freq. de pecíolos inchados;
• Freq. de pulvinos inchados;
• Freq. de engrossamento do caule
Como indicadores de suscetibilidade foram usadas mudas do clone
Catongo.
4. RESULTADOS
4.1. DUPLICAÇÃO DOS ACESSOS CLONAIS
Inicialmente foi providenciada a multiplicação dos genótipos da coleção
da ESJOH (PA) que estavam sob risco de perda, os quais foram transferidos e
estabelecidos nas Estações Experimentais: ESPAM, município de Medicilândia,
PA e ESEOP, município de Ouro Preto D’Oeste, RO. Em cada estação foram du-
plicados 2.000 genótipos, atingindo 100% da meta estabelecida.
4.2. CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS AMÊNDOAS
A meta estabelecida era caracterizar 200 genótipos quanto aos teores de
gordura e dureza da gordura. Foram analisados 320 genótipos, cujos principais
resultados para os teores de gordura, expressos em percentagens, foram: máxi-
mo de 60,65% para os clones VB 526 e VB 152; mínimo de 51,17% para clones VB
153 e VB 154. O teor de gordura médio para os genótipos foi de 55,76%.
Normalmente existe uma correlação negativa entre o teor de gordura e o
peso seco de sementes. Apesar disso, foi possível distinguir genótipos com peso
de semente e o teor de gordura acima da média. É interessante aproveitar essas
duas características desses genótipos, visando um aumento significativo de pro-
dução de gordura por planta.
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Quanto a dureza da gordura (valor DSC) constatou que o máximo foi de
93,20 para o clone VB 155, o mínimo de 82,20 para VB 156 e a média foi de 88,70.
Os valores de dureza da manteiga dos genótipos são altos por causa da
alta temperatura durante o ano inteiro na região Amazônica.
4.3. CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA (FRUTOS E SEMENTES)
Os trabalhos de caracterização morfológica, contemplaram 200 acessos
clonais de cacaueiros silvestres da Amazônia brasileira, sendo atingido 100%
da meta estabelecida. Os acessos foram agrupados por local de coleta, de forma
a possibilitar não somente as características morfológicas de cada material, mas
também permitiu que se obtenham informações preliminares relativas aos lo-
cais onde procederam-se as coletas.
Com relação ao parâmetro peso de frutos, denotou ampla variabilidade,
com variação de 1020,37 g a 193,04 g para os genótipos VB 157 e VB 76, respec-
tivamente.
A média geral para peso de frutos, o Estado do Amazonas é o que apre-
sentou frutos mais pesados com 580,86 g/fruto, seguido do Estado do Pará
(554,59 g/fruto), Estado do Acre (375,72 g/fruto) e Estado de Rondônia (201,17
g/fruto).
Para o descritor número de sementes, na média geral o Pará foi o que
apresentou frutos com maior número de sementes por fruto (44), seguido do Acre
(43), Amazonas (42) e Rondônia (33). Os genótipos que apresentaram maior
número de sementes foram: VB 158 (AM), VB 22 (AC), VB 19 (PA) e VB 76 (RO).
O descritor peso de semente seca, na média geral, o Pará apresentou a
maior média (1,02 g/semente), seguido de Amazonas (0,97 g/semente), Acre
(0,68 g/semente) e Rondônia (0,57 g/semente).
Por Estado, os genótipos que apresentaram maiores pesos de sementes
secas foram: VB 159 (AM), VB 160 (PA), VB 81 (AC) e VB 161 (RO).
4.4. CARACTERIZAÇÃO POR MARCADORES MOLECULARES RAPD
O banco de germoplasma de cacaueiros da CEPLAC, localizado no muni-
cípio de Marituba, PA, resulta da coleção sistemática de amostras representati-
vas de variabilidade genética das populações existentes na Amazônia brasilei-
ra. Pelos resultados das análises foi verificado que apesar de não existirem dife-
renças significativas entre os grupos analisados, houve uma tendência dos
genótipos se agruparem de acordo com suas origens geográficas. De modo geral,
genótipos coletados próximos apresentaram uma maior similaridade entre si e
se agruparem no fenograma (como por exemplo VB 133 e VB 48; VB 15 e VB 28;
VB 162 e VB 163; VB 73 e VB 68).
O índice de diversidade fenotípica de Shannon usado para particionar a
diversidade entre e dentro das populações forneceu uma medida de diversidade
média dentro das populações (Tabela 1). A proporção da diversidade presente
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dentro das populações e entre populações indica em média que a pouco mais
que metade da diversidade (54,6%) ocorre entre populações. Entretanto, existem
populações que exibem uma parcela importante da diversidade total estimada,
como são os casos das populações de Ji-Paraná (91,5%), Baixo Japurá (87,2%) e
Solimões (75%). Essa diversidade deve ser aproveitada no desenvolvimento de
populações acumulando vários genes para resistência, de modo aumentar a
base genética.
A estruturação dos genótipos de acordo com origem geográfica e a maior
similaridade entre genótipos coletados na mesma região, sugerem o potencial
do uso dessa técnica para identificação de genótipos e estabelecimento de “core-
collections” evitando duplicações e gastos excessivos na preservação de recur-
sos genéticos.
Tabela 1. Participação da diversidade genética entre e dentro das populações
baseado na medida de diversidade de Shannon (frequência fenotípica baseada
em dados de amplificações com 9 primers).
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4.5. CARACTERIZAÇÃO QUANTO A REAÇÃO DE COMPATIBILIDA-
DE
A caracterização quanto a reação de compatibilidade contemplava 200
acessos clonais de cacaueiros, tendo atingido 100% da meta estabelecida. Com
base na determinação da porcentagem do pegamento das polinizações, ficou
evidenciado que 69% dos acessos são auto-incompatíveis, 23% apresentam in-
dícios de auto-compatibilidade e 8% são auto-compatíveis. Enquanto que foi
encontrado, para os intercruzamentos, diferentes graus de compatibilidade, tendo
os clones VB 66 e VB 71, respectivamente, a maior e menor habilidade de combi-
nação. O clone VB 66 mostrou excelentes características de floração, suas plan-
tas são vigorosas e com boa frutificação, apresentando um bom nível de resistên-
cia a vassoura-de-bruxa, classificando-se como um material com potencial para
utilização na obtenção de cultivares combinando suas características superio-
res e a habilidade de combinação, com progenitor(es) que possuem atributos
complementares.
4.6. AVALIAÇÃO DOS GENÓTIPOS QUANTO A RESISTÊNCIA A
VASSOURA-DE-BRUXA
Na avaliação da incidência da vassoura-de-bruxa no campo foram avali-
ados 521 clones/genótipos de cacau originários de diversas bacias hidrográficas
da Amazônia brasileira e “alienígenas”. De um total de 5.210 plantas apenas
2.280 foram consideradas aptas para o processo de avaliação por apresentarem
bom desenvolvimento vegetativo (vigorosas). Com relação a incidência da vas-
soura-de-bruxa (VB) nestas plantas, observou-se que o número total de pontos
de infecção (VV + AI) variou de 0 (zero) a mais de 700. Pode-se observar a distri-
buição das plantas (Tabela 2) em função do nível de incidência da VB para os
parâmetros VV, AI e infecção total (VV + AI). Houve uma distribuição homogênea
das plantas nos diferentes níveis de incidência da doença registradas, sendo
que a maioria destas concentra-se no intervalo entre os níveis >0 £10 e >50 £
100.
Dos clones selecionados, 30 se destacaram por apresentarem 50% ou mais
de suas plantas vigorosas, ou seja, dentro dos critérios de seleção utilizados.
Considerando-se que a incidência do patógeno tem estreita relação com tecidos
meristemáticos em crescimento, os resultados das avaliações desses clones de-
vem ser tido como relevantes.
Para os genótipos avaliados, as maiores proporções entre clones coletados/
clones selecionados foram encontradas nos Estados de Rondônia (35/29) e Acre
(111/44), seguidos do Amazonas (200/68) e Pará (46/12).
Com relação a avaliação pelo teste de inoculação por automatização em
mudas, foram avaliados um total de 204 genótipos. Observou-se uma grande
variabilidade no comportamento destes genótipos, alternando-se de comporta-
mento de alta resistência a suscetível quando comparado com a testemunha
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Tabela 2. Número de plantas por nível de incidência de vassoura-de-bruxa.
Catongo. Os genótipos que mais se destacaram como promissores quanto a re-
sistência a vassoura-de-bruxa estão listados nas Tabelas 3 e 4.
Tabela 3. Comportamento dos genótipos obtidos a partir de polinizações abertas, em
relação a vassoura-de-bruxa.
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Tabela 4. Comportamento dos genótipos obtidos a partir de polinizações controla-
das, em relação a vassoura-de-bruxa.
5. IMPACTOS
Os principais indicadores de impactos relacionados à utilização dos re-
sultados do projeto são:
• Contribuição para o Programa de Melhoramento Genético do cacaueiro
na Amazônia, no que se refere a cultivares superiores obtidos, produzi-
dos e distribuídos;
• Contribuição para auto-sustentabilidade de áreas de cultivo no que se
refere ao aumento de produtividade, redução de incidência da doença
vassoura-de-bruxa e fixação do homem no campo;
• Manutenção, estudos de variedades e aumento de variedades em estoque
e “ex-situ”;
• Geração de novas variedades de cacau com melhores características (pro-
dução, teor de gordura, resistência às doenças, etc.);
• Conhecimento do potencial do Banco de Germoplasma de Cacau da
CEPLAC na Amazônia;
• Direcionamento para coletas de materiais nas bacias hidrográficas mais
promissoras.
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