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INTRODUCAO

Theobroma cacao L. (cacaueiro) € considerado uma das culturas arboreas mais relevantes do
mundo, devido, sobretudo, a suas sementes, as quais fornecem os ingredientes basicos para a industria
multibilionaria do chocolate, dentre outros produtos. Essa espécie lenhosa tem sido cultivada
exclusivamente em paises de clima tropical (BUSTAMI; WERBROUCK, 2024), para atender,
principalmente, o alto consumo per capita de chocolate na Europa, com destaque para a Suica (11,8
kg/ano) e EUA (9 kg/ano) (STATISTA MARKET INSIGHTS, 2022).

Para atender a crescente demanda deste produto, métodos eficientes de propagacdo vegetativa
precisam ser utilizados, sendo a embriogénese somatica considerada uma das opg¢des mais vantajosas e
viaveis para a clonagem em massa do cacaueiro (BUSTAMI; WERBROUCK, 2024). Essa rota de
micropropagagdo apresenta vantagens praticas em comparacdo aos métodos convencionais de
propagacao, como a possibilidade de geracdo rdpida de plantas uniformes e com caracteristicas
genéticas altamente valorizadas (RAMIREZ et al., 2023).

Contudo, o sucesso da aplicacdo da embriogénese somadtica esta estritamente ligado a
eficiéncia das etapas de germinagdo e conversdao de plantas, que sdo dependentes da qualidade
morfofisiolégica dos embrides somaticos obtidos. Na literatura, s@o recorrentes relatos de
anormalidades, como fusionamento, falta de meristemas apicais e radiculares, embrides translucidos e
presenca de multiplos cotilédones (revisado por GARCIA et al., 2022). Conforme Garcia et al. (2022),
a composi¢do do meio de cultura, condigdes ambientais e gendtipo sdo alguns dos fatores responsaveis
pela ocorréncia de anormalidades e que podem ser alterados visando a sobreposicdo dessa
problematica. Diante do exposto, objetivou-se analisar o processo germinativo de embrides somaticos
oriundos de estaminoides de um gendtipo ndo comercial de cacaueiro, com énfase na descrigdo

morfoldgica de eventos de anormalidade.


mailto:inaemarie@hotmail.com
mailto:andre.luis@embrapa.br

:f‘ IV Simpésio de Propagacio de

Plantas e Produgéo de Mudas ANAIS - ISBN: 978-65-88904-12-1

30 de setembro a 2 de outubro de 2024

MATERIAIS E METODOS

Embrides somaticos (688 no total) foram obtidos a partir de estaminoides extraidos de botoes
florais de Theobroma cacao L. de trés gen6tipo ndo comerciais (‘752°, ‘754’ e “755’) provenientes de
matrizes localizadas na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil. O
experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais 2 (LCT2) da Embrapa
supracitada. Para a obtencdo dos embrides, os estaminoides foram cultivados numa sequéncia de
meios de cultivos preparados conforme descrito por Li et al. (1998), com modificagcdes (OLIVEIRA,
2023).

Apos oito semanas em meio de desenvolvimento de embrides somaticos (LI et al., 1998), 688
embrides somaticos maduros, com hipocotilo e cotilédones, passaram para a etapa de regeneragdo de
plantas. Os embrides foram inseridos em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de
regeneragdo de plantas. Esse meio foi constituido de 1/5 dos sais do meio de DKW (DRIVER;
KUNIYUKI, 1984), acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 2 mg L de tiamina-HCL, 1 mg L' de
acido nicotinico, 2 mg L' de glicina, 5 g L' de sacarose, 10 g L™ de glicose, 0,2 g L' de nitrato de
potassio e 1,7 g L' de Phytagel, conforme protocolo desenvolvido por Li et al. (1998). O pH do meio
foi ajustado para 5,8 + 0,1 e o meio foi esterilizado por autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos, a
1.5 atm de pressdo. Nas primeiras duas semanas de cultivo dos embrides somdticos em meio de
regeneragdo de plantas, a concentragdo de mio-inositol foi de 200 mg L™, seguindo sua concentragdo
original nas subculturas seguintes.

Os embrides somaticos foram mantidos em sala a 25 °C £ 2 °C e fotoperiodo de 16 h de luz,
com intensidade de 100 pmol m?* s™', até obtengdo de plantas com ao menos duas folhas maduras e raiz
desenvolvidas, com subcultivos realizados a cada quatro semanas. Apds esse periodo, analisaram-se a
porcentagem de embrides somaticos convertidos em plantas (emissdo de ambos os meristemas), que
desenvolveram folhas verdes e raizes de pelo menos 3 ¢cm, bem como a ocorréncia de anormalidades

diversas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 688 embrides somaticos obtidos a partir dos trés gendtipos utilizados, somente 123
(17.9%) foram convertidos em plantas completas (com emissdo de ambos os meristemas) (Fig. 1A), os
quais exibiram folhas verdes e raizes com pelo menos 3 cm. Com quatro semanas de inoculagido foram
observadas anormalidades variadas (Fig. 1). Cerca de 76.2% das plantas regeneradas apresentaram
folhas anormais, com uma ou mais das seguintes caracteristicas: colora¢do rosada (Fig. 1B, F, I),
fusionamento (Fig. 1C, G), deficiéncia em clorofila em pelo menos uma folha (Fig. 1D, E) e
dimensodes reduzidas, engrossamento e/ou aspecto enrugado (Fig. 1D-F, H, K). Enfatiza-se ainda que
se verificaram 0.7% de plantas com folhas normais e 5.52% com folhas normais e anormais na mesma

planta.
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A maior parte dos embrides somaticos (64.5%) desenvolveu somente parte aérea (Fig. 11, K).
Do total, 16.9% nao se desenvolveram, dentre os quais 25.9% ficaram estagnados como embrides
(Fig. 1L), 58.6% sofreram oxidagdo (Fig. IN) e, os demais (6.9%) foram descartados por
contaminacdo. Constataram-se também embriogénese secundaria em 17.6% das plantas regeneradas

(Fig. 1J, K).

Figura 1. Aspectos morfoldgicos de embrides somaticos de Theobroma cacao L. apds quatro semanas
em meio de regeneragdo de plantas. A. Planta de aspecto normal. B. Planta com folha de coloracao
rosada. C. Planta com folhas fusionadas. D. Planta com folhas subdesenvolvidas e com deficiéncia em
clorofila. E. Planta com folhas anormais e deficiéncia em clorofila. F. Planta com mé formacao de
raizes e folhas anormais pequenas junto a folhas normais. G. Planta com folhas fusionadas e ma
formagdo de raiz. H. Planta com folhas normais junto a folhas anormais grossas, enrugadas ¢ com
deficiéncia em clorofila. I. Planta apresentando auséncia do desenvolvimento da raiz e folhas com
aspecto anormal, grossas, enrugadas e de coloracdo rosada. J, K. Plantas apresentando embriogénese
secundaria; setas pretas indicando embrides somaticos provindos de meristema apical; seta vermelha

indicando embrides somaticos oriundos de tecidos foliares. L. Embrido com seu desenvolvimento
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estagnado. M. Desenvolvimento somente radicular. N. Oxida¢do total do embrido apds o inicio do

desenvolvimento foliar. Bars: 1 cm.

Embora protocolos de embriogénese somatica tenham sido desenvolvidos desde os anos de
1950 (STEWARD et al., 1958), anormalidades morfofisioldgicas e mesmo morfogenéticas tém sido
comumente reportadas nesse sistema para variadas espécies, inclusive para o cacaueiro (ALEMANNO
et al., 1997, TAN; FURTEK, 2003; MONTOYA et al., 2022; GARCIA et al., 2022). Diferentes
trabalhos t€m atribuido a sua ocorréncia a auxina indutora 2,4 diclorofenoxiacético - 2,4-D (GARCIA
et al., 2022 OLIVEIRA et al., 2023), ou a longos periodos de exposi¢do a reguladores de crescimento
(KHATRI; JOSHEE, 2024). Embrides somaticos anormais comprometem o processo germinativo e a
eficiéncia dessa rota de propagagdo vegetativa.

Mais recentemente, Garcia et al. (2022) identificaram sete tipos de anormalidades em
embrides somaticos primarios e secundarios de 7. cacao, com uma taxa média de 81.62%. Tais
anormalidades foram associadas a modificagdes epigenéticas, principalmente, com diferengas nos
perfis de metilagdo de genes envolvidos com desenvolvimento estrutural dos embrides somaticos,
transporte de auxina, respostas a estresses abioticos e efeitos da producdo de compostos celulares. Tais
autores hipotetizaram uma possivel participacdo da sintese de etileno na ocorréncia desses fenotipos
anormais. O etileno ¢ normalmente associado a falta de oxigénio no ambiente do cultivo in vitro
(hipoxia) e sua produgdo pode ser mediada pelo 2,4-D, principal regulador de crescimento utilizado

para a indugdo de calos em cacaueiro.

CONCLUSOES

Este trabalho descreve com detalhes as principais anormalidades identificadas durante a
germinacdo de embrides somaticos de Theobroma cacao L. e alerta para a importancia da realizagdo
de estudos detalhados sobre os principais fatores responsaveis pela ocorréncia desses eventos na
espécie, visando a sua superagdo e o consequente aumento da eficacia da aplicagdo da embriogénese

somatica em cacaueiro.
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