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INTRODUCAO

O Brasil sempre esteve em destaque na produ¢ao mundial de cacau (Theobroma cacao L.), tanto
em qualidade de fruto, com o reconhecimento da Organizagao Mundial do Cacau (ICCO) como pais
exportador de cacau 100% fino e de aroma em 2019, quanto em producdo, assumindo o 6° lugar na
producdo mundial (GARCIA, et al., 2016). No entanto, a produgdo de cacau no Brasil sofreu acentuadas
perdas a partir da década de 90, €poca que era o segundo produtor mundial (EMBRAPA, 2004;
GARCIA, et al., 2016). Os principais fatores que levaram a essa acentuada perda de produgdo foram
devido as doengas, especialmente causadas pelo fungo Moniliophthora perniciosa (TIRADO-
GALLEGO, 2016), a qual causa secamento dos botdes florais e diminuicdo significativa da quantidade
de frutos.

Nesse sentido, a embriogénese somatica aplicada a genotipos resistentes ou imunes a esse fungo
vem sendo considerada uma solugdo viavel para esse problema (GARCIA, et al., 2016).
Adicionalmente, essa rota de clonagem possibilita a propagacdo massal e gera materiais passiveis de
serem conservados via criopreservacdo. Ela também sobrepoe gargalos inerentes as formas tradicionais
de propagacdo, como por enxertia ou sementes (MAXIMOVA et al., 2002). Contudo, adaptacdes e
otimizacdes dos protocolos j& disponiveis na literatura sdo de fundamental importancia para gendétipos
utilizados comercialmente no Brasil, tendo em vista que a competéncia embriogénica ¢ genotipo
dependente (GARCIA, et al., 2016). Segundo Guillou e Verdeir (2022), cerca de 80% das cultivares de
T. cacao respondem a embriogénese somatica, apesar da forte genotipo-dependéncia e da alta
variabilidade lote a lote. Diante do exposto, este estudo objetivou avaliar o potencial embriogénico de

explantes florais (estaminoides) da variedade PH16 de cacau, considerada de alto potencial econdmico.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados como explantes estamindides oriundos de botdes florais ainda ndo abertos,
coletados de plantas matrizes de cacau, variedade PH16. Para tanto, inicialmente os botdes florais foram
coletados e esterilizados em solugdo de hipoclorito de s6dio 4-6% por 3 minutos, seguido de imersdo,
por 10 minutos, em solucdo de alcool 70%, e, por fim, triplice lavagem em agua destilada e autoclavada,

por 5 minutos. Os cinco estaminoides presentes em cada botdo floral foram separados e inoculados em
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placas de Petri (15 x 90 mm) com o meio de cultura especifico, conforme Li et al. (1998). No total foram
utilizadas 23 placas, cada uma com 5 explantes (estaminodides). Apds 14 dias de indugdo, os explantes
foram transferidos para o meio de indugdo de calo secundario. Neste meio, os calos permaneceram pelo
mesmo periodo da etapa de indugdo, até serem transferidos para o Gltimo meio, o de desenvolvimento
de embrides somaticos por tempo adicional de 4 meses, com subcultivos realizados a cada 14 dias. As
avaliacoes realizadas neste estudo ocorreram semanalmente e antes da troca dos explantes para cada um
dos meios especificados acima. Durante o experimento foram avaliadas a taxa de formagao de calo, tipo
de calo, posicao de formacao dos calos no estaminoide, taxa de oxidagdo (escurecimento) e nimero de

embrides somaticos formados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Imediatamente antes da inoculagdo dos estaminoides, verificou-se que eles possuiam a
aparéncia representada na Fig. 1A. Ap6s 15 dias no meio de indugdo de calos, a maioria dos explantes
apresentaram formacdo de calos, que ocorreram principalmente na base, e, eventualmente, no meio ¢
apice dos estaminoides, conforme Fig. 1B. Os calos possuiam aspecto granular e nodular (Fig. 1B), e
foram observados, tanto explantes somente com calos granulares ou nodulares, quanto explante com
ambos os tipos de calos. Apés 15 dias, verificou-se uma quantidade pouco expressiva de calos oxidados,
caracterizados pela presenca de uma pequena porgdo escurecida (Fig. 1C).

Apo6s 40 dias de inoculagdo inicial dos explantes, mas com os calos por 14 dias em meio de
desenvolvimento de embrides somaticos, foi observado um aumento significativo no tamanho das
massas calogénicas, com presen¢a de calos granulares e/ou nodulares, similares aos reportados por
Garcia et al. (2016). Observaram-se também oxidacdo mais significativa (Fig. 1D) e formacao de
embrido somatico tipo globular (Fig. 1F). Verificou-se que os calos nodulares possuem uma tendéncia

maior de oxidagdo, como observado nas Fig. 1C, E.
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FIGURA 1 - Caracterizagdo da embriogénese somatica a partir de estaminoides em cacau, variedade
PHI16. A. Estaminéide imediatamente antes da inoculagdo. B. Estamindide com calos granulares e
nodulares apds 15 dias de cultivo. C. Calo com sua parte granular ndo oxidada e a parte nodular oxidada.
D. Calo completamente oxidado. E Crescimento radicular com pelos radiculares. F. Embrido somatico
com formato globular. G Formagao de dois pares de cotilédones com bases fusionadas. H. Cotilédones
mais desenvolvidos. Abreviagdes: cn, calo nodular; cg, calo granular; ct, cotilédone; ra, raiz. Barras: A,

B,E=0,5mm, D, F=1mm, C, G, H=2mm.

Aos 50 dias de cultivo, constatou-se, na maioria das placas de cultivo, a presenga de calos
envolvendo todo o explante com predominancia do calo granular. Nao se verificou formagdo de novos
embrides somaticos, embora tenha se constatado a ocorréncia de organogénese (formagdo de raizes)
(Fig. 1E).

Ap6s 60 dias ndo houve mudanga significativa em relagdo a formagdo de calos, tipos de calos e
percentual de oxidacdo. No entanto foi observada a formagao de novos embrides somaticos, em estadio
de desenvolvimento mais avangado, com presenca de cotilédones (Fig. 1G, H), além de fusionamento.
Maximoxa et al. (2002) também descreveram embrides de cacau anormais, além de baixa taxa de

regeneracdo. Devido a baixa taxa de formacdo de embrides somaticos normais de cacau a partir da
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embriogénese somatica primaria, tem-se optado pela reinducdo da embriogénese a partir de cotilédones
de embriGes somaticos primarios, visando a melhoria morfofisiolégica dos embrides secundarios
obtidos (MAXIMOVA, et al. 2002). Outras vantagens de produzir embrides secundarios em espécies
lenhosas, como o cacau, inclui-se a possibilidade de multiplicagdo em larga escala de linhas selecionadas
(Reamakers; Jacobsen; Visser, 1995).

Na avaliacdo realizada aos 90 dias, contataram-se mais trés calos com mais de um embrido
somatico fusionado. Todos os embrides foram observados na por¢ao mais oxidada dos calos, o que
indica possivel influéncia positiva do estresse oxidativo na morfogénese em cacau, ja reportada por
outros autores (GARCIA et al., 2016).

Ap6s 140 dias de cultivo, avaliaram-se a taxa de formacao de calos, oxidagdo e a formacao de
embrides somaticos (Tabela 1). Conforme os dados obtidos, embora tenha havido uma alta taxa de
formagao de calos (94%), somente uma pequena por¢ao tornou-se embriogénica, com 4% de formagio
de embrides somaticos. Notou-se também expressiva taxa de oxidac¢do. Essa baixa eficiéncia na
formagao de embrides somaticos pode ser uma caracteristica inerente ao gendtipo ou um indicativo que
as formulagdes dos meios utilizados, baseados no protocolo de Li et al. (1998), ndo sdo apropriadas para

0 genotipo em questdo.

TABELA 1 - Avaliacdo da formagdo de calos, percentual de oxidagdo e formagdo de embrides

somaticos a partir de estaminoides de cacau, variedade PH16, apos 140 dias de cultivo.

Avaliacao apos 140 (%)

Formacao de calos 94

Formacio de embrides somaticos 4

Taxa de oxidacdo do explante (% da area
total do estaminoide)

N° de estamindide com 25% de oxidacao 59
N° de estamindide com 50% de oxidagao 17
N° de estamindide com 75% de oxidacao 24
N° de estamindide com 100% de oxidac¢ao 49
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CONCLUSAO

A variedade de cacau PH16 possui alta formagédo de calos granulares, caracterizados como de
baixo potencial embriogénico. A taxa de formacgdo de embrides somaticos, sob as condigdes de estudo,
¢, com alta frequéncia de anormalidade, sendo necessarias, portanto, otimizag¢des futuras do protocolo

testado.
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