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Resumo

Introducgdo: O cacaueiro (Theobroma cacao L.), uma espécie lenhosa da familia Malvaceae, é uma
cultura de grande importancia cultural e econémica no mundo, devido principalmente a
producdo de chocolate. No entanto, cerca de 38% do cacau cultivado é perdido anualmente por
efeito de pragas e doencas, e a dificuldade de armazenamento devido a recalcitrancia das
sementes. Por apresentar um longo ciclo de vida, programas de melhoramento genético do
cacaueiro sao demorados, o que torna necessario o desenvolvimento de métodos de propagacao
mais eficientes para a multiplicacdo de gendtipos de interesse, como a embriogénese somatica.
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a adicdo de diferentes citocininas em um protocolo
de embriogénese somatica para diferentes genétipos de cacau, buscando sua otimizacdo, além
de descrever e caracterizar anatomicamente diferentes tipos de calos e embrides somaticos
obtidos durante as diferentes etapas do processo. Metodologia: Este estudo foi realizado na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia-DF. Explantes formados por
estaminoides foram coletados de flores de trés plantas matrizes (752, 754 e 755) e cultivados em
meios de cultura baseados na pesquisa de Li e colaboradores (1998), adicionado das citocininas
cinetina e meta-Topolina nas concentracdes de 0; 0,5 e 1,0 mg L, seguindo um delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial triplo (3 gendtipos x 2 citocininas x
3 concentragdes). Os tratamentos foram formados por 5 repeticbes de 10 estaminoides cada.
Resultados: No processo de embriogénese somatica houve a formacdo de calos apds duas
semanas, e o surgimento de embriGes somaticos em dez semanas. O gendtipo “754” no
tratamento controle, destacou-se pela alta taxa de formacdo de embrides somaticos. Durante a
fase de desenvolvimento de embrides somaticos, houve uma alta taxa de oxidacdo dos explantes,
especialmente no tratamento controle, que foi o mais responsivo. Apenas 17,9% se
desenvolveram em plantas completas, sendo 66% provindos do meio controle, sem diferenga
significativa entre os gendtipos. A cultura in vitro resultou em uma elevada taxa de anormalidade.
Conclusdes: O experimento revelou que os gendtipos de cacau apresentam resposta genoétipo-
dependentes na embriogénese somatica, sendo o gendtipo 754 testado o mais eficaz. Verificou-
se que a oxidacdo dos calos ndo afetou a formagdo de embriGes e que a regido basal do
estaminoide foi a mais responsiva. A adicdao das citocininas nas concentra¢des testadas ndo
aumentou significativamente a geracao de embrides somaticos nos gendtipos experimentados,
o protocolo base de Li et al. (1998) teve o melhor desempenho. A cultura in vitro apresentou alta
taxa de anormalidade. Todas as plantas em aclimatiza¢ao apresentaram bom desenvolvimento
na camara de crescimento e na casa de vegetacao. Calos classificados como “granulares” e
“nodulares” foram diferenciados, e ambos foram considerados embriogénicos.

Palavras-chave: cultura de tecidos, calogénese, oxidacdao, meta-Topolina, cinetina.



Abstract

Introduction: The cocoa tree (Theobroma cacao L.), a woody species from the Malvaceae family,
is a crop of great cultural and economic importance in the world, mainly due to the production
of chocolate. However, around 38% of cocoa grown is lost annually due to pests and diseases,
and difficulty in storage due to the recalcitrance of the seeds. Because it has a long life cycle,
cocoa genetic improvement programs are time-consuming, which makes it necessary to develop
more efficient propagation methods for the multiplication of genotypes of interest, such as
somatic embryogenesis. Objective: The objective of this work was to evaluate the addition of
different cytokinins in a somatic embryogenesis protocol for different cocoa genotypes, seeking
its optimization, in addition to describing and anatomically characterizing different types of callus
and somatic embryos obtained during the different stages of the process. Methodology: This
study was carried out at Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, in Brasilia-DF. Explants
formed by staminodes were collected from flowers of three parent plants (752, 754 and 755) and
cultivated in culture media based on the research of Li and collaborators (1998), added with the
cytokinins kinetin and meta-Topolin at concentrations of 0; 0.5 and 1.0 mg L-1, following a
completely randomized experimental design in a triple factorial scheme (3 genotypes x 2
cytokinins x 3 concentrations). The treatments consisted of 5 replications of 10 staminodes each.
Results: In the process of somatic embryogenesis, callus formed after two weeks, and somatic
embryos emerged within ten weeks. The “754” genotype in the control treatment stood out for
its high rate of somatic embryo formation. During the development phase of somatic embryos,
there was a high rate of oxidation of the explants, especially in the control treatment, which was
the most responsive. Only 17.9% developed into complete plants, with 66% coming from the
control medium, with no significant difference between the genotypes. In vitro culture resulted
in a high abnormality rate. Conclusions: The experiment revealed that cocoa genotypes present
a genotype-dependent response in somatic embryogenesis, with the genotype 754 tested being
the most effective. It was found that callus oxidation did not affect embryo formation and that
the basal region of the staminode was the most responsive. The addition of cytokinins at the
concentrations tested did not significantly increase the generation of somatic embryos in the
genotypes tested, the base protocol of Li et al. (1998) performed best. In vitro culture showed a
high rate of abnormalities. All acclimatized plants showed good development in the growth
chamber and in the greenhouse. Calli classified as “granular” and “nodular” were differentiated,
and both were considered embryogenic.

Keywords: tissue culture, callogenesis, oxidation, meta-Topolin, kinetin.



Lista de figuras

FISUFQ 1 ..ottt ettt st st bt 8RS8 e bS8 sttt e bt
(A) Plantas matrizes de Theobroma cacao L., denominadas ‘752, ‘754’ e ‘755”, em fase de frutificagdo. (B)
BotdGes florais de Theobroma cacao L. com diferentes tamanhos até o inicio de sua abertura. Foram
utilizados os maiores botdes (BG), ainda completamente fechados para embriogénese somatica de seus
estaminoides. (BP) BotGes florais pequenos, ndo utilizados; (BG) Botdes grandes utilizados como
explantes; (BA) Botdes abertos, ndo utilizados devido a maior exposi¢do do estaminoide, tendo maior
risco de contaminagao.

FIBUIQ 2 ..ottt et ees e e s ettt ban e et et et e e ettt ee s e st stasanssnssnensans s
(A) Botdo floral de Theobroma cacao L. mostrando as sépalas; (B) Botdo floral sem as sépalas, mostrando
as pétalas; (C) Estames visiveis (seta) apos retirada das pétalas; (D) Estaminoides (seta) evidenciados apds
remogdo dos estames; (E) Ovario e estilete isolados no centro do botdo floral apds remogdo dos
estaminoides; (F) Partes do bot3o floral lado a lado. (G) Estaminoide de bot3o floral de Theobroma cacao
L. utilizado como explante no experimento de embriogénese somatica.

[T (U] - T OO
Embriogénese somatica indireta em estaminoide de Theobroma cacao L. (A) Explante em meio de indugdo

de calos (MIC) apresentando intumescimento dos tecidos e desenvolvimento de calos granulares (CG). (B)

Explante em meio de multiplicagdo de calos (MMC) com formacdo de calos granulares (CG) e calos

nodulares (CN). (C) Explante ha duas semanas em meio de desenvolvimento de embrides (MDE) com

embrides somaticos em fase globular (ESG); notar escurecimento do explante. (D) Explante ha quatro

semanas em meio de desenvolvimento de embriGes (MDE), apds a calogénese, apresentando embrides

nas fases torpedo (EST), cordiforme (ESC) e globular (ESG) surgindo de calos com oxidagdo; notar

assincronia do processo (presenga de embrides somaticos também em estadio globular) e escurecimento

evidente do explante.

[T (U] - T SO
Estruturas calogénicas desenvolvidas em estaminoides de Theobrama cacao L. em meio de multiplicacao
de calos (MMC) apds 4 semanas de cultivo. (A) Calos granulares. (B) Calos nodulares.

FISUFQ S ...ttt b e sttt s s be e e be b e bs b et e be b e
Influéncia do meio de cultivo na quantidade de calos nodulares formados na regido basal do explante

(estaminoide), durante a fase de multiplicagdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.). Letras mindsculas

diferentes indicam diferenca significativa entre os meios de cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia. Barras representam o erro padrao.

FIBUI B ...ttt ss sttt st s s s bt et b 4 b2 444 et b e e bbbt b bRt
Embrides de Theobroma cacao L. oriundos de embriogénese somatica. (A) EmbriGes somaticos se

desenvolvendo em tecido escurecido (setas). (B) Aglomerado de embrides somaticos destacados do

tecido calogénico, em diferentes estagios de desenvolvimento, e com coloragbes distintas. Embrido

translucido (ET); Embrido branco (EB).

FIBUIQ 7 ..ottt et st s s ettt e st e e At b4 bbb st ba e bbb et ees
Influéncia do meio de cultivo de origem (meio de inducdo de calos e meio de multiplicagdo de calos) no
percentual de formacdo de embrides somaticos, durante a embriogénese somatica de Theobroma cacao
L., a partir de estaminoides. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os meios
de cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam o erro padrao.

FISUFQ 8 ...ttt et bttt e e £ £e s e 88 R e b1 RS R8s bt
Influéncia do meio de cultivo de origem (meio de indugdo de calos e meio de multiplicagdo de calos) no
numero médio de embrides somaticos globulares, durante aembriogénese somatica de Theobroma cacao



L., a partir de estaminoides. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os meios
de cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam o erro padrao.

FISUFQ O ..ottt ettt st et sss bttt s 88 8 R8RSR e Rs s bt st
Influéncia do meio de cultivo de origem (meio de indugdo de calos e meio de multiplicagdo de calos) no
percentual de oxidagdo dos explantes durante o cultivo em meio de desenvolvimento de embrides
somaticos de Theobroma cacao L. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os
meios de cultivo em cada gendtipo e letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa entre os
gendtipos, dentro de cada meio de cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras
representam o erro padrao.

FIBUIA 10 ...ttt e et sttt ess e e e e e s et s s s se s s ees s s sa e e saensensanes
Aspecto dos embrides apds quatro semanas em meio de regeneragdo de plantas (MRP) apresentando
caracteristicas de anormalidade. (A) Planta de aspecto normal. (B) Planta com folha de coloragdo rosada.
(C) Planta com folhas fusionadas. (D) Planta com folhas pequenas e com deficiéncia em clorofila. (E) Planta
com folhas anormais e deficiéncia em clorofila. (F) Planta com ma formagdo 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 e com deficiéncia em clorofila. (I) Planta
apresentando auséncia do desenvolvimento da raiz e folhas com aspecto anormal, grossas, enrugadas e
de coloragdo rosada. (J e K) Plantas apresentando embriogénese secundaria; setas pretas indicando ES
provinda de meristema apical; seta vermelha indicando ES foliar. (L) Embrido com seu desenvolvimento
estagnado. (M) Desenvolvimento somente radicular. (N) Oxidagdo total do embrido apds o inicio do
desenvolvimento foliar. Barras: 1 cm.

[T BT - T I OO
Numero de embriGes somaticos de Theobroma cacao L. que se desenvolveram em plantas completas
(com emissdo de ambos os meristemas), desenvolvendo folhas verdes e raizes de pelo menos 3 cm,
provindos de embriogénese somatica indireta em diferentes meios de cultivo (controle e outros com
adi¢do de 0,5 mg L cinetina, 1 mg L cinetina, 0,5 mg L meta-Topolina e 1 mg L™ meta-Topolina).

FISURQ 12 ...ttt b s st e e bt e bbb e et e
Plantas de Theobroma cacao L., provindas de embriogénese somatica indireta, em fase de aclimatizagao.
(A e B) Planta sem anormalidades sendo transferida para substrato. (C) Plantas na terceira semana de
desenvolvimento em camara de crescimento tipo BOD, com a base do copo “tampa” removida para
menor retencgdo de umidade para dar inicio as regas a cada dois dias. (D e E) Planta anormal, provinda de
fusionamento de dois embriGes sendo transferida para substrato. (F) Mudas clone crescendo na casa de
vegetacdo, as bases dos copos “tampas” foram removidas para diminuir a humidade disponivel para as
plantas e elas passaram a ser regadas a cada dois dias. Barras: 1 cm.

FIBUIA 13 ..ottt st s s b4 et st et e e e e s et bbb bbb et e bt e s s bee et e b enn
Caracterizacdo morfoanatomica de estaminoides usados como explantes para inducdo da embriogénese

somatica em Theobrama cacao L. (cacaueiro). (A) Estaminoide; notar tricomas (seta). (B) Seccdo

longitudinal do estaminoide evidenciando conspicuas vesiculas de mucilagem. (B.1) Detalhe da base do

estaminoide, rica em compostos fendlicos. (B.2) Detalhe dos feixes vasculares do estaminoide. (B.3)

Detalhe do apice do estaminoide, com tricoma visivel e camadas de células com compostos fendlicos. (C,

D) Secgdes transversais do estaminoide; observar tricomas e células da epiderme em maior magnificacdo

em D. Barras: A, B =500 um; B.1-3 = 25 pm; C = 100 um e D: 50 um. Abreviagdes: est - estaminoide; cf -

compostos fendlicos; ep - epiderme; fv - feixe vascular; muc - vesicula de mucilagem; pa - célula

parenquimatica; tr - tricoma.

FISUFQ 14 .. ...ttt st st e s s et et
Caracterizacdo morfoanatomica de calos (filamentoso, granular e nodular) de Theobrama cacao L.
(cacaueiro) oriundos de estaminoide apds 14 dias de cultivo em meio de indugdo de calos. (A) Diferentes
tipos de calos sobre um Unico estaminoide (calo filamentoso em detalhe lateral, calo nodular apontado



pela seta e granular). (B) Células vacuoladas alongadas e arredondadas caracteristicas dos calos
filamentosos e granulares, respectivamente. (B.1) Células vacuoladas alongadas (calos filamentosos).
(B.2) Células vacuoladas arredondadas em meio a células citoplasmaticas ricas em compostos fendlicos
(calos granulares). (B.3) Células com paredes celulares mais espessas e com abundancia de compostos
fendlicos (calo nodular). (C) Aglomerado de células com caracteristicas embriogénicas em meio a células
vacuoladas alongadas e arredondadas; notar compostos fendlicos esverdeados (seta). (C.1) Células com
caracteristicas embriogénicas em maior magnificagdo; observar célula pontilhada com nucleo central.
Barras: A =1 mm; B = 250 um e B.1-3 = 25 um; C = 200 um e C.1 = 25 um. AbreviagGes: ce - célula
embriogénica; cf - calo filamentoso; cg - calo granular; cn - calo nodular; cva - célula vacuolada alongada;
cvr - célula vacuolada rendoda; f - composto fendlico; ze - zona embriogénica.

FIBUIA 15 ..ottt ere e ettt s ba sttt s et s sa e st sttt et sensae e st
Caracterizagdo morfoanatomica de calos (filamentoso, granular e nodular) de Theobrama cacao L.
(cacaueiro) oriundos de estaminoide apos 14 dias de cultivo em meio de indugdo de calos. (A) Diferentes
tipos de calos sobre um Unico estaminoide (calo filamentoso, nodular e granular - detalhe lateral). (B)
Diferentes tipos celulares. (B.1) Células embriogénicas observadas em calos nodulares. (B.2) Células com
paredes celulares espessas. (B.3) Células vacuoladas arredondadas. (C) Multiplicagdo de células
meristematicas para fora do explante e de proembrides (pontilhado) para dentro do explante; seta
indicando a epiderme do explante rica em compostos fendlicos. (D) Detalhe do proembrido referente a
letra C. Barras: A=1mm; B =250 um, B.1, 3 =25 um, B.2 =100 pm; C =50 um; D = 25 um. Abreviagdes:
ce - célula embriogénica; cf - calo filamentoso; cg - calo granular; cm - célula meristematica; cn - calo
nodular; cv - célula vacuolada; f - compostos fendlicos; pe - proembrido.

FIBUIA 16 ...ttt st sa st sttt s s ses s e s s ane et sne s e e e e es st ee s e s st sens
Caracterizagdo morfoanatomica de calos (granular e nodular) de Theobrama cacao L. (cacaueiro) oriundos
de estaminoides apds 15 dias de cultivo em meio de indugdo de calos. (A) Estaminoide com aglomerado
de calos nodulares; observar calo granular abaixo dos calos nodulares. (B) Sec¢do anatémica do explante
apresentado na letra A; notar calos nodulares e multiplicacdo de células meristematicas nas adjacéncias
dos feixes vasculares. Seta indicando epiderme do estaminoide. (B.1) Calos nodulares com zonas
embriogénicas. (B.2) ProembriGes localizados internamente no estaminoide. (B.3) ProembriGes
localizados externamente ao estaminoide. (C) e (D) Zonas embriogénicas com sinais de fragmentagdo
(setas). Barras: A=1mm; B =250 um, B.1, 2 =25 um e B.3 =50 um; C = 200 um; D = 50 um. Abreviaturas:
ce - célula embriogénica; cg - calo granular; cm - células meristematicas; cn - calo nodular; est -
estaminoide; f - compostos fendlicos; fv - feixe vascular; me - massa embriogénica; pe — proembrido; mu
—mucilagem, ze - zona embriogénica.

FISURQ 17 ...ttt et bbb e e e e b ettt
Caracterizacdo morfoanatémica de calos (granular e nodular) de Theobrama cacao L. (cacaueiro) oriundos
de estaminoides, apds seis semanas de cultivo. (A) Calo granular sem sinais de escurecimento. (B) Sec¢ao
anatomica do calo apresentado na letra A, rico em células vacuoladas. (C) Calos nodulares associados a
calos granulares com escurecimento expressivo. (D) Sec¢do anatémica do calo apresentado na letra C;
observar células com paredes espessas (setas). (D.1) Célula com caracteristicas embriogénicas; notar
espessamento da parede celular. Barras: A, C=1mm; B=200 um; D=500 um e D.1 = 25 um. Abreviac¢Ges:
cg - calo granular; cn - calo nodular e cv - células vacuoladas.

FIBUIQ 18 ...ttt ettt s bbbt e s hs R bbbt e e e bbb b e a s bt
Caracterizacdo morfoanatémica de embriGes somaticos de Theobrama cacao L. (cacaueiro) oriundos de
estaminoide. (A) Estaminoide com as regides basal e central cobertas por calos nodulares associados com
calos granulares e com um agrupamento de embriGes somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento. (B) Sec¢do anatdmica do explante apresentado na letra A, com embriGes somaticos
globulares; notar proliferacdo de células meristematicas subepidérmicas (seta), calo nodular e calo
granular. (B.1) Embrido somatico globular em maior magnificacdo; notar protoderme em formacgdo
(pontilhado). (B.2) Resquicios de proteina, corados com Xylidine Ponceau, observados em células centrais
de embrido somatico globular. (C) Embrides somaticos em estagio similar ao torpedo. Barras: A=1mm;



B = 100 um, B.1= 50 pm e B.2 = 12,5 pm; C = 100 um. Abreviacles: cg - calo granular; cm - células
meristematicas; cn - calo nodular; es - embrides somaticos; ep — epiderme, esc - embrido somatico em
estdgio cordiforme; esg - embrido somatico globular; est - embrido soméatico em estégio torpedo e pt —
protoderme.

FISUFQ 19 ..ottt s bbb s b s s s s e
Caracterizagdo morfoanatomica de embrido somatico cotiledonar de Theobrama cacao L. (cacaueiro)
oriundo de estaminoide. (A) Embrido cotiledonar. (B) Secgdo anatomica longitudinal do embrido
apresentado na letra A. (B.1) Detalhe do meristema apical caulinar. (B.2) Detalhe do corddo procambial;
notar elemento de vaso. (B.3) Detalhe do meristema apical radicular. (B.4) Camada fendlica na periferia
do embrido somatico. (B.5) Resquicios de proteina, corados com Xylidine Ponceau, observados em células
de embrido somatico cotiledonar. Barras: A = 500 um; B = 250 um e B.1-5 = 25 um. Abreviagdes: cf -
compostos fendlicos; ep - epiderme; ev - elemento de vaso; mac - meristema apical caulinar; mpr -
meristema apical radicular e pc - procambio.

FIUIQ 20 ...ttt e et e st st s et e s st s sa s sa st se s s ees st st sansranns et ens e
Caracterizagdo histoquimica dos tipos celulares envolvidos na calogénese de Theobrama cacao L.
(cacaueiro) oriunda de estaminoide visando a embriogénese somatica (A, D, G, J — sec¢Bes coradas com
Periodic Acid Shiff; B, E, H—sec¢bes coradas com Lugol e C, F, |, K— secgBes coradas com Xilidine Ponceau).
(A, B) Graos de amido (setas) identificados em células vacuoladas de calos granulares. (C) Resquicios de
proteinas em células vacuoladas dos calos granulares. (D, E) Grdos de amido (setas) identificados em
células de paredes celulares espessas (setas). (F) Reserva proteica em células de paredes celulares
espessas (setas). (G, H) Graos de amido (setas) identificados em proembrides. (1) Resquicios de proteinas
em proembrides. (J) Grdos de amido (seta) visualizados em células vacuoladas adjacentes as células
embriogénicas localizadas no interior de calo nodular. (K) Reserva proteica em vacuolos de células
embriogénicas localizadas no interior de calo nodular. Barras = 25 um. Abreviagdes: cf - compostos
fendlicos; cn - calo nodular e pe - proembrido.
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Componentes dos meios de indugdo de calos (MIC), de multiplicagdo de calos (MMC), de desenvolvimento
de embriGes somaticos (MDE) e de regeneragdo de plantas (MRP) de Theobroma cacao L. a partir de
estaminoides.

TABCIA 2 ..ot e ettt e et ee et et e es e eetseesea e e eeesen et ee et st eea e aee et et eee e eee et et eea et ee e et eenenne

Taxa de formagdo (%) de calos granulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante
a indugdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo (%) de calos granulares por genétipo e por regido do explante (estaminoide), durante
a indugdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).
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Taxa de formagdo (%) de calos nodulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante
a indugdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).
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Taxa de formacdo (%) de calos nodulares por gendtipo e por regido do explante (estaminoide), durante a
inducdo da embriogénese somética de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa taxa de formagdo (%) de calos nodulares na regido central do explante (estaminoide), entre
diferentes meios de cultivo e gendtipos, durante a indugdo da embriogénese somdtica de cacau
(Theobroma cacao L.).
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Taxa de formacdo (%) de calos granulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante
a fase de multiplicacdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

TABCIA 8 ...ttt et ee e eee s et et et et s s e ra et e seen e et et n e e et et een s e eeteenere e e et een et ene

Taxa de formacdo (%) de calos nodulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante
a fase de multiplicacdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo (%) de calos granulares por genétipo e por regido do explante (estaminoide), durante
a fase de multiplicacdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

TABCIA 10 ...t et e et e ea e e et e saesena e et e s eraeen et ata et s e et et eeenen e et et aeeeen e et neneanene

Taxa de formagdo (%) de calos nodulares por gendtipo e por regidao do explante (estaminoide), durante a
fase de multiplicacdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).



TABEIA AL ..ottt ettt e aa sttt sa et sa e et
Influéncia do meio de indugdo e multiplicagdo de calos, e de diferentes gendtipos no nimero médio de
raizes a partir de calos de ES em estaminoides de Theobroma cacao L.
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1. Introducao

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) pertence a ordem Malvales, familia Malvaceae, subfamilia
Sterculioideae e ao género Theobroma, junto a outras 21 espécies que formam esse género (The
Plant List, 2013). Tem seu centro de origem e primeiro centro de domesticacdo na Amazonia,
América do Sul, e presume-se ter sido domesticado ha cerca de 5.300 anos (Motamayor et al., 2002;
Zarillo et al., 2018; Diaz-Valderrama et al., 2020). A espécie foi de grande importancia cultural e
econOmica para as civilizacdes do continente e, desde o século XVII, vem sendo cultivada como um
produto agricola e distribuido mundialmente (Wood e Lass, 2001). Ao longo da histéria, o cacau foi
categorizado em dois principais grupos genéticos denominados "Criollo" (subespécie cacao de
possivel origem no centro da América) e "Forastero" (subespécie sphaeorocarpum de possivel
origem na América do Sul), tendo como critérios caracteristicas fisicas e origens geograficas. Depois,
foi identificado um terceiro grupo, chamado de "Trinitario", composto por hibridos entre os grupos
"Criollo" e "Forastero" (Herrera-Garcia et al., 2015).

O cacaueiro possui como principal derivado o chocolate, que representou no ano de 2022
um mercado global de aproximadamente USS 14,5 bilhdes, e as expectativas sdo de atingir USS 19,1
bilhdes até 2028 (GLOBAL Cocoa Market Outlook, 2023). Os maiores produtores e exportadores de
sementes de cacau do mundo sdo Costa do Marfim, Gana e Indonésia, que juntos sdo responsaveis
por quase dois tercos da producdo mundial. O Brasil estd em sétimo lugar, tendo produzido 269.731
toneladas de sementes de cacau em 2020 (FAOSTAT, 2022).

As sementes de cacau sdo a parte do fruto mais valorizada pelo mercado mundial, pois sdo
usadas na fabricacdo de chocolate, farmacos e cosméticos (Wood e Lass, 2001). Normalmente, ha
entre 30 e 40 sementes por fruto (Wood e Lass, 2001). A polpa (endocarpo) também é utilizada em
menor escala na fabricacdo de geleia, vinho, licor, vinagre e sucos, devido ao seu sabor adocicado e
acido (Dias et al., 2007; Carneiro et al., 2008; Servico Nacional de Aprendizagem Rural, 2018).

Para se obter 1 kg de cacau comercial é necessario entre 15 a 31 frutos (Servigo Nacional de
Aprendizagem Rural, 2018). Anualmente, um cacaueiro pode produzir até 125 mil flores em
almofadas florais no caule. No entanto, menos de 5% das flores sao fertilizadas, e apenas 3 a cada
1.000 (0,3%) se transformam em frutos (Wood e Lass, 2001; Berbiye, 2014; N’Zi et al., 2017), logo,
um cacaueiro pode produzir até 375 frutos ao ano, o que equivale a até 12 a 25 kg de cacau
comercial por planta madura, bem estabelecida, sem doencas e dependendo do gendtipo. A baixa
taxa de polinizacdo das flores do cacau se deve principalmente a cinco diferentes fatores: 1-
estrutura da flor: os estaminoides (estames estéreis) ficam em uma posicdo que bloqueia os
estames (férteis); 2- a flor ndo emite aroma nem néctar, o que diminui a atragao de polinizadores;
3- as flores desabrocham de manha e se ndao forem polinizadas, caem em 24h; 4- os graos de pélen
sdo pegajosos; e 5- somente pequenos insetos que conseguem se infiltrar na flor fazem a
polinizacdo, o que torna essa planta entomdfila (dependente somente de insetos para sua
polinizacdo) (Nair, 2010; Santos et al., 2012; Berbiye, 2014).

T. cacao é predominantemente alégama, o que significa que a poliniza¢ao cruzada ocorre
em cerca de 95% dos casos, embora haja a possibilidade de ocorrer a autopolinizagao. Em
decorréncia disso, a maioria dos materiais genéticos sdo heterozigotos (Sandoval et al., 2020). A
polinizacdo das flores do cacaueiro é feita por pequenos insetos, principalmente mosquitos da
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familia Ceratopogonidae (Diptera). Ja a disseminacdo natural do cacaueiro depende de animais que
abram o fruto, pois ele ndo abre nem cai naturalmente quando maduro (Wood e Lass, 2001).

Existem diversas pragas e doencas provocadas por fungos, oomicetos e insetos, que
acometem o cacaueiro, diminuindo sua vitalidade e, consequentemente, sua capacidade produtiva.
Cerca de 38% do cacau cultivado no mundo é perdido anualmente devido a doencas, destacando-
se as podriddes causadas por espécies do género Phytophthora e a vassoura-de-bruxa causada pelo
fungo Moniliophtora perniciosa (Marelli et al., 2019).

As formas de controle de infestacdes por fungos e oomicetos sdo o controle quimico, através
de pulverizacdo com fungicidas nas plantas, o controle cultural, cuja principal técnica é a remocgao
de partes das plantas que foram infectadas, e o controle genético, feito através do plantio de
gendtipos tolerantes/resistentes a essas pragas (Marelli et al., 2019). Esta ultima impulsiona a
pesquisa e o desenvolvimento de gendtipos elite de cacau, que possibilitam a economia na compra
de fungicidas, no tempo gasto de funciondrios em inspecdes e remocdo de partes infectadas das
plantas, além de prevenir a perda de parte da plantacdo infectada antes de serem aplicados os
controles quimico e cultural.

Estima-se que doencas e pragas sdo responsaveis pela perda de cerca de 30% da producao
de cacau mundial, anualmente (Guiltinan et al., 2008). Portanto, vé-se a necessidade do
melhoramento genético dessa espécie para atender o mercado mundial com plantas mais
resistentes. A Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC, llhéus, BA) tem
recomendado gendtipos melhorados (elite), mais tolerantes a doencga vassoura-de-bruxa, desde o
final da década de 1990, apds o surto da doenca vassoura-de-bruxa no sul da Bahia, para repor as
culturas perdidas por fazendeiros locais. Dentre os genodtipos recomendados pela CEPLAC,
encontram-se as CEPEC2002 (2002), CCN51, PH16 (2003) e PS1319 (2004) (Laliberté e End, 2015).
Porém, devido a espécie ser perene com longo ciclo de vida, os programas de melhoramento
genético sdao demorados, tornando-se essencial o desenvolvimento de métodos de propaga¢ao mais
eficientes que acelerem esse processo (Li et al., 1998).

Os métodos mais utilizados de propagac¢ao do cacaueiro sdao de forma sexuada, com uso das
sementes (técnica utilizada principalmente no oeste africano), e de forma vegetativa, que pode ser
feita por estaquia ou enxertia (técnica mais utilizada no Brasil desde a década de 1990) (Laliberté e
End, 2015). Outro método alternativo, ainda ndo usado comercialmente no Brasil, é a producao in
vitro por meio da embriogénese somatica, que permite rdpida propagacao de clones geneticamente
idénticos, morfologicamente semelhantes, e livres de doengas por meio de limpeza clonal
(Wickramasuriya e Dunwell, 2018; Quainoo et al., 2008).

A embriogénese somatica (ES) é um método para gerar embrides de plantas
assexuadamente. Esse método é baseado na totipoténcia celular onde, sob condi¢des especificas
de cultura de tecidos, uma célula somatica (ou grupos de células) adquire competéncia
embriogénica, podendo gerar embrides somaticos com ou sem uma fase intermedidria de calos (ES
indireta ou ES direta, respectivamente), e se rediferenciar em um embrido somatico, a partir de
estimulos de variados estresses e/ou reguladores de crescimento, onde entdo se desenvolve em
uma planta geneticamente idéntica a planta doadora da qual a célula original é oriunda (Torres et
al., 1998; Konieczny et al., 2012; Barrueto Cid, 2013; Fehér, 2015).

A cultura in vitro de ES de cacau comegou a ser desenvolvida em 1986 (Novak et al., 1986),
entretanto, observou-se que a diferenca de gendtipos tem influéncia notavel na eficiéncia da ES
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nesta espécie, principalmente no processo de conversdo de embrides somaticos maduros em
plantas completas (Maximova et al., 2002). Alguns anos mais tarde, estudos de Li e colaboradores
desenvolveram um protocolo testando 19 gendétipos (Li et al., 1998). Em seu estudo foi testado o
uso da auxina 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) no meio de cultura, definindo-se a melhor
guantidade (de 9,0 uM) para o protocolo de ES em cacau (Li et al., 1998). O uso de reguladores de
crescimento vegetal ou fitohormonios, como auxinas e citocininas, em meio de cultura induz o
potencial embriogénico na ativacdo e regulacdo da divisdo e diferenciacao celular (Geldner et al.,
2001; Fehér et al., 2003).

A caracterizacdo anatomica de estruturas formadas no processo de ES permite, dentre
outras coisas, a distingcdo entre calos embriogénicos e ndo embriogénicos, além de possibilitar um
melhor controle sobre o tempo adequado de subcultivo, e quais tecidos e/ou suas partes sdo mais
responsivas a ES, o que pode tornar mais eficiente o desenvolvimento de protocolos de ES. Técnicas
histolégicas tém se mostrado Uteis para o desenvolvimento de protocolos de ES e o entendimento
da ES em diversas espécies vegetais (Schwendiman et al., 1988; Michaux-Férriere e Carron, 1989;
Chan et al., 1998; Saénz et al., 2006; Silva-Cardoso et al., 2019; Sousa et al., 2020; Almeida et al.,
2020; Campos et al., 2020; Meira et al., 2020; Sousa et al. 2022).

Neste contexto, o objetivo principal do trabalho foi testar o uso de duas diferentes
citocininas em um protocolo de ES em gendtipos de cacau, buscando sua otimizacdo no que diz
respeito a um desenvolvimento mais eficiente de embrides (em quantidade e qualidade), tendo
como base o protocolo de Li e colaboradores (1998) (o qual ja utiliza a auxina 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético)). Além disso, descrever e caracterizar anatomicamente tipos de calos e
embrides somaticos obtidos nas diferentes etapas do processo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Esta dissertacdo teve como objetivo a avaliacdo do uso de duas diferentes citocininas em
diferentes concentracbes para otimizacdo de um protocolo de embriogénese somatica (ES) em
genotipos Theobroma cacau L., além de descrever e caracterizar diferentes tipos de calos e
embrides somaticos oriundos da ES.

2.2 Objetivos especificos

- Induzir calos embriogénicos em gendtipos de cacau sob influéncia de diferentes reguladores
de crescimento;

- Avaliar o potencial embriogénico entre diferentes gendtipos de cacau;

- Produzir e regenerar embrides somaticos de cacau;

- Descrever e caracterizar anatbmica e histoquimicamente diferentes tipos de calos e
embrides somaticos oriundos da ES;

- Aclimatizar plantas regeneradas.

3. Hipotese

Se protocolos de ES forem otimizados, essa técnica podera ser usada para a clonagem de
genadtipos comerciais de cacau de maneira mais eficiente. Logo, este aprimoramento do protocolo
para a ES ira aperfeicoar a clonagem de variedades de cacau, se comparados aos protocolos
existentes.
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4. Revisao de literatura

4.1 Caracterizagao botanica do cacau

Theobroma cacao L. é uma arvore perene da ordem Malvales, familia Malvaceae, subfamilia
Sterculioideae (The Plant List, 2013). Ela pode crescer até 15 metros de altura, possui folhas grandes,
verde escuras, e pequenas flores brancas ou rosadas, agrupadas em inflorescéncias pendentes no
tronco. Os frutos sdo grandes, verdes ou amarelos, e contém sementes cobertas por endocarpo
(polpa) espesso (Wood e Lass, 2001).

As folhas do cacaueiro possuem forma oval a eliptica, sdo opostas, persistentes e coridceas.
Seus tamanhos podem variar de 20 a 40 cm de comprimento e de 10 a 20 cm de largura. As folhas
sdo geralmente lisas e lustrosas na superficie superior, e pubescente a velutinosa superficie inferior
(Wood e Lass, 2001).

O tronco de Theobroma cacao L. é geralmente robusto e pode medir até 30 cm de didmetro.
Ele apresenta uma casca grossa e rugosa de cor cinza escura a marrom escuro. Por ser uma planta
cauliflora, apresenta floracdo e frutificacdo no caule. Suas flores sdo pequenas, com cerca de 1 a
2 cm de diametro, e possuem uma cor branca a rosa palido. Elas sdo agrupadas em inflorescéncias
pendentes no caule (almofadas florais) e podem conter de 5 a 20 flores, dependendo da variedade.
As flores sdo hermafroditas e pentameras, apresentando pétalas, sépalas, estame, estaminoides
inférteis e pistilo. O ovario é sUpero e apresenta de 30 a 70 6vulos (Alvim, 1984; Wood e Lass, 2001).

A polinizacdo é geralmente feita por insetos, como abelhas e besouros pequenos, que sao
guiados pelos estaminoides inférteis e de cor carmim escuro e as linhas guias das pétalas (Ledo,
2010).

Um cacaueiro adulto pode produzir mais de 50 mil flores por ano, das quais menos de 5%
sao polinizadas, e somente 0,5 a 2% resulta em frutos. A flor ndo polinizada nas primeiras 8 a 10
horas apds a emergéncia cai e esse aborto ocorre normalmente nas 24 a 48 horas subsequentes
(Alvim, 1984).

Os frutos de Theobroma cacao L. sdo grandes, podendo chegar a 30 cm de comprimento e
15cm de largura. Eles sdao ovalados ou alongados e tém uma casca externa grossa e dura,
geralmente de cor verde ou amarela, dependendo da variedade. A casca externa envolve uma polpa
doce e suculenta que contém de 30 e 40 sementes por fruto cobertas por uma camada espessa de
endocarpo (Wood e Lass, 2001; Schwan and Wheals, 2004).

As sementes de Theobroma cacao L. s3ao pequenas, com cerca de 1 a 1,5cm de
comprimento, possuem uma forma oval ou arredondada, e cor marrom escuro. Sua superficie pode
ser lisa ou ligeiramente rugosa. Além disso, as sementes também contém compostos bioativos,
como flavondides e alcaldides, que s3ao conhecidos por suas propriedades antioxidantes e
estimulantes (Kalvatchev et al., 1998; Wood e Lass, 2001).

4.2 Importancia socioeconémica

O cacau é uma planta de grande importancia socioecondbmica em muitos paises,
especialmente na América Latina, na Africa e na Asia. Seu cultivo é fonte de renda importante para
muitos agricultores e suas familias. Muitos pequenos agricultores dependem do cacau como sua
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principal fonte de renda. A producdo e o comércio de chocolate geram empregos e renda em todo
o mundo (Voora et al., 2019)

O cultivo de cacau também é importante para a conservacdo da biodiversidade em muitas
regides tropicais de onde é nativo, pois ajuda a preservar a diversidade de plantas e animais
adaptados a estes lugares (Guiracocha et al., 2001).

As sementes de cacau contém compostos bioativos, como flavondides e alcaléides, que sao
conhecidos por suas propriedades antioxidantes e estimulantes. Estas substancias tém sido
estudadas para o seu potencial na prevencdo de doencas e na melhoria da saude em geral
(Kalvatchev et al., 1998).

Informacgdes recentes do FAOSTAT (2022) indicam que a producdo mundial em 2020 foi cerca
de 5,7 milhGes de toneladas ao ano, utilizando-se cerca 12 milhdes de hectares para plantio ao redor
do mundo. Comparando-se esses dados com os primeiros dados referentes ao ano de 1961,
percebe-se o aumento de cerca de 4,8 vezes na producdo e 2,8 vezes na area de plantio. Esses dados
mostram o desenvolvimento na eficiéncia da agricultura, além da introducdo de variedades
melhoradas, demostrando um aumento de 1,7 vezes na produtividade mundial.

Juntos, os paises Holanda, Alemanha e Estados Unidos importam cerca de 50% das sementes
de cacau do mercado mundial. J4 o Brasil, que produz cerca de 4,7% das sementes de cacau no
mundo, participa somente com 0,03% da exportacdo e 1,41% da importacdo mundial de sementes
de cacau, mostrando que a maior parte da producdo nacional é utilizada para consumo local, ainda
havendo a necessidade de importacdo para suprir as demandas do mercado interno (FAOSTAT,
2022).

Apesar do cacau ter tido sua origem na regido amazodnica, o foco do cultivo na Amazonia
brasileira nos anos 1800 se voltou para a producdo de borracha (Hevea brasiliensis), enquanto o
cultivo de cacau ganhou destaque na Bahia. Entretanto, devido a epidemia da doenca vassoura-de-
bruxa que devastou as plantagdes brasileiras em 1989, as quais ainda n3ao se recuperaram
completamente, o crescimento do comércio de cacau no Brasil ndo cresceu tanto em comparagao
com outros paises.

4.3 Propagacao

O cacau pode ser propagado assexual ou sexualmente. A propagacdo sexual do cacau é
realizada por meio da poliniza¢cdo natural ou artificial das flores, que resulta na formacgao de vagens
contendo sementes. Essas sementes sdo retiradas das vagens, lavadas e secas, e depois podem ser
usadas para a producado de mudas de cacau (Servico Nacional de Aprendizagem Rural, 2018; Sodré
e Gomes, 2019; Posse et al., 2020). A propagacao sexual é uma forma importante de manter a
diversidade genética da espécie. No entanto, oportuniza a perda de caracteristicas selecionadas de
interesse comercial, além de ser um processo mais demorado e menos preciso do que a propagacao
vegetativa (Torres et al. 1998; Barrueto Cid, 2013; Awotedu et al., 2021; Ak et al., 2021).

A propagacdo assexual pode ocorrer por varias técnicas, como por exemplo, mergulhia,
alporquia, enxertia, estaquia e propagacdo in vitro (Awotedu et al., 2021). Os métodos mais
utilizados de propagacdo do cacaueiro sdo de forma sexuada (técnica utilizada principalmente no
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oeste africano), e assexuada por estaquia e enxertia (técnica mais utilizada no Brasil desde a década
de 1990) (Laliberté e End, 2015; Sodré e Gomes, 2019). A estaquia € um processo em que uma parte
da planta, geralmente um ramo com gemas laterais, é retirada da planta matriz e cultivada para
produzir uma nova planta, que sdo colocados em solo Umido até que produzam raizes e se tornem
mudas independentes. Ja a enxertia é um processo que envolve a unido de duas partes de plantas
diferentes, geralmente uma planta enxertada e uma planta porta-enxerto. Na enxertia de cacau, a
parte superior da planta enxertada é unida a raiz da planta porta-enxerto. (Silva Neto, 2001; Ledo,
2010; Sodré e Gomes, 2019; Awotedu et al., 2021).

A propagacao in vitro, também conhecida como cultura de tecidos ou micropropagagao, é
um método de propagacdo vegetativa que envolve o cultivo de tecidos vegetais em condi¢des
controladas de laboratdrio. Esse método é Util para a multiplicacdo rapida de plantas geneticamente
uniformes, permitindo a producdo de mudas sadias e resistentes a doencas (Maximova et al., 2002;
Teixeira et al. 2002; Quainoo & Dwomo, 2012; Sodré e Gomes, 2019; Awotedu et al., 2021).

A propagacao in vitro de cacau é feita pela técnica da embriogénese somdtica (ES), ndo foram
encontradas pesquisas com a propagagao in vitro de cacau por organogénese. A ES comega com a selegao
de material no plantio, geralmente a partir de plantas-matrizes sadias e produtivas, em seguida, da selecdo
de explantes que serdo promissores e responsivos a técnica. As técnicas de cultura de tecidos se baseiam
na cultura de explantes, que sdo pequenos fragmentos de tecido de plantas selecionadas, como
estaminoides e folhas, que sdo colocados em meio de cultura em placas de Petri, e mantidos em condi¢Ges
ideais de temperatura e iluminacdo (Pancaningtyas, 2013). Os tecidos vegetais desses explantes se
diferenciam em calos, e se rediferenciam em embriGes somaticos, gracas ao uso controlado de
reguladores de crescimento nos meios de cultura. Esses embrides, semelhantes aos embrides provindos
de sementes, podem ser regenerados em novas plantas, e aclimatizados para se obter clones da planta-
matriz (Torres et al. 1998; Barrueto Cid, 2013).

4.4 Embriogénese somatica

Embriogénese somatica (ES) é um processo de regeneragao de embrides a partir de células
somaticas, ou seja, células que ndo sdo germinativas, em um meio de cultura in vitro. Esse processo
envolve a manipulacdo de células vegetais para que desenvolvam uma massa celular organizada,
gue se assemelha a um embrido em formacdo (Krikorian e Berquam, 1969; Torres et al., 1998)

Para que a ES ocorra, utiliza-se explantes, que podem ser folhas, caules, raizes, pélen ou
outras partes da planta. Os explantes sdo colocados em um meio de cultura que contém nutrientes,
aclcares e reguladores de crescimento. Os reguladores de crescimento mais utilizados sdao auxinas
e citocininas, que estimulam o desenvolvimento das células e a formacdo de tecidos (Hand et al.,
2016).

Durante a ES, as células somaticas se dividem e se diferenciam para formar um embridao
completo, que pode ser transferido para um meio de cultura diferente, e posteriormente,
desenvolver-se em uma muda completa. Esse processo é especialmente util para a propagacao de
espécies de plantas que sdo dificeis de cultivar por meios convencionais, além de permitir a
regeneracao de plantas geneticamente modificadas (Guan et al., 2016).
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Essa técnica também é amplamente utilizada na producdo de mudas em larga escala para
culturas de alto valor econémico, especialmente aquelas espécies perenes onde métodos de
propagacdo convencionais sdo impossibilitados. Além disso, essa técnicatambém é importante para
a conservacao de espécies ameacadas de extincdo e na producdo de plantas transgénicas para fins
comerciais (Teixeira et al. 2002; Barrueto Cid, 2013).

O cultivo in vitro do cacau por meio da ES para obtencdo de embrides tém sido estudado
desde 1979 (Orchard et al., 1979), 77 anos depois que Haberlandt, em 1902, declarou que era
possivel formar artificialmente embrides originarios de células vegetativas (Krikorian e Berquam,
1969).

Li e colaboradores (1998) conseguiram induzir o rapido crescimento de calos e embrides
somaticos de Theobroma cacau L., usando o meio para plantas lenhosas DKW (Driver & Kuniyuki 1984)
para crescimento primario, e meio para cultura primaria de calos PCG suplementado com Thidiazuron
(TDZ). Porém o estudo mostrou a assincronia no surgimento e desenvolvimento de embrides somaticos.
Avariacdo na velocidade de diferenciacdo de embries somaticos € uma caracteristica recorrente nessa
rota de micropropagacao, e diversos estudos, incluindo os realizados com cacau (Pancaningtyas, 2015a;
Bustami e Werbrouck, 2017), ja documentaram essa assincronia. Superar o desafio do descompasso na
embriogénese somatica (ES) continua sendo uma questdo de grande relevancia (Zhang et al., 2013).
Pesquisas anteriores indicam que o acido abscisico (ABA) desempenha um papel crucial na regulacdo da
sincronia nos embrides (Gutmann et al., 1996). No entanto, ainda ha a necessidade de estudos mais
aprofundados para uma compreensdo completa e resolu¢do deste problema.

Outros estudos investigaram a consisténcia dos meios de cultura e concluiram que o meio
liquido é mais adequado para promover o desenvolvimento de embries, enquanto o meio sélido
permite a formacdo abundante de calos (Adu-Ampomah et al., 1988). Outro aspecto relatado por
diferentes autores é sobre a taxa de sucesso na produgao de calos e embrides somaticos no cacau
ser influenciada pelos diferentes gendétipos (Pence et al. 1979; Adu-Ampomah et al., 1988; Li et al.,
1998; Delporte et al., 2014).

O regime de cultivo na luz ou no escuro ndo apresentou diferencas significativas de acordo
com estudo de Pence e colaboradores (1979), porém maior parte dos trabalhos de ES em cacau
tenham sido realizados no escuro (Adu-Ampomah et al., 1988; Aguilar et al., 1992; Li et al., 1998).

Embora ainda haja muito a ser investigado sobre o cultivo in vitro do cacau para obtencao de
embriGes somaticos de boa qualidade, os estudos realizados fornecem informagdes importantes. Além
disso, é importante considerar tanto a consisténcia do meio de cultura, quanto as diferengas genotipicas
na capacidade de ES em cacau ao desenvolver técnicas de cultivo in vitro para essa espécie.

Uma das primeiras pesquisas em ES com cacau, em que se obteve alto indice de regeneracdo de
plantas a partir de embrides somaticos foi a de Li e colaboradores (1998). Nessa pesquisa foi criado um
protocolo de ES para cacau, onde 19 genétipos foram testados a partir de estaminoides como explantes. O
meio de inducdo de calos utilizado (PCG) conteve o sais de DKW suplementado com 9 uM 2,4-D, e varias
concentragles de TDZ (0; 22,7; 45,5; 113,6; 227,3; e 454,5 nM). Cada tratamento continha 20 estaminoides
por placa Petri, em trés repeti¢cdes. Apds 14 dias os explantes foram transferidos para o meio SCG composto
de sais basais do meio WPM (Wood Plant Medium de Lloyd e McCown, 1980), vitaminas de Gamborg
(Gamborg, 1966) e suplementado com, 9 uM de 2,4-D e 1,4 uM de cinetina, e deixados por mais 14 dias. O
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meio de desenvolvimento de embrides ED, onde que os calos foram transferidos, foi composto de sais basais
de DKW, onde os explantes permaneceram em subculturas de 14 dias até o surgimento e transferéncia de
embrides em estégio torpedo para o meio de regeneracgdo PR, contendo 1/5 da forca de dos sais de DKW. Os
embrides maduros foram cultivados em fotoperiodo de 16h com subcultura a cada 14 dias e quando
apresentaram folhas e raizes foram transferidos para recipientes com substrato em uma casa de vegetacao.

O uso do TDZ na concentracdo de 22,7 nM, na pesquisa de Li e colaboradores (1998),
mostrou o maior desenvolvimento de calos (até 10 vezes o peso fresco dos explantes mantidos em
meio sem TDZ), a taxa de producdo de embrides por explantes foi de 1% a 100%, totalizando de 1 a
46 embrides por estaminoide responsivo, e foi notada a embriogénese secundaria, onde embrides
primarios foram capazes de produzir até 50 embrides em 1 més em meio ED.

Pesquisas continuam o processo de otimizacdo do protocolo de ES para cacau. Em uma
pesquisa recente, Guillou e Verdier (2022) usaram embrides primarios para producdo de calos
embriogénicos na ES. Os meios base de cultura utilizados foram DKW para a inducdo de calos, WPM
para inducdo secundaria de calos, em diferentes fazes de inducdo, uma mistura de macronutrientes
de MS e micronutrientes de DKW para multiplicacdo de calos e expressdo de embrides, metade da
forca de macronutrientes e micronutrientes de MS para a maturacdo, macronutrientes de MS e
micronutrientes de DKW para germinacdao dos embrides. Neste experimento foi obtido 80% de
sucesso na inducdo de embrides por ES direta, 95% na producdo de embrides por ES indireta, em
torno de 1.500 embrides por grama de calo, e 20-40% na conversdo de embrido em planta.

Em outro experimento de Pancaningtyas (2021) de melhoramento de protocolo de ES para cacauy,
a producdo de calos embriogénicos secundarios foi feita a partir do meio basal modificado de Murashige
and Skoog (1962) (MS) e Driver and Kuniyuki (1984) (DKW), e foram testadas diferentes concentra¢des do
antioxidante acido ascérbico (100 — 200 mg.L?) e da auxina 2,4,5-T (0,5 e 1 mg.L™) em 5 diferentes
genotipos. Ja para a regeneracao de embrides foi utilizado meio de expressao (composi¢do omitida pelo
autor) com a adi¢do dos acidos organicos adenina (0,025 e 0,0125 mg.L?) e &cido ascdrbico (50, 100 e 150
mg.L-1). Esse experimento tentou vencer o obstdculo da oxidacdo dos explantes por componentes
fendlicos liberados na cultura in vitro. Os resultados mostraram grande influéncia genotipica na ES
secundaria. Os tratamentos com melhor efeito foram as combinac¢des de 100 mg.L™ de 4cido ascorbico
com 1de 2,4,5-T mg.L'1 na fase de calogénese secunddria, e 0,0125 mg.L? de adenina com 100 mg.L de
acido ascérbico na fase de regeneracao de embrides.

Essas pesquisas diferem-se do experimento de Li e colaboradores (1998) no uso do meio MS
ao invés do DKW. Li e colaboradores (1998) afirmam que meios baseados em MS frequentemente
resultam em rapida senescéncia, crescimento reduzido, e até necrose, preferindo assim o uso do
DKW, que foi desenvolvido para propagacdo in vitro de espécies perenes lenhosas, com maior
concentracdo de elementos essenciais (calcio, magnésio e enxofre) para a diferencia¢do celular na
ES (Pedroso et al., 1996).

4.4.1 Fatores que interferem na embriogénese somatica

Existem vdrios fatores que podem interferir na embriogénese somatica (ES) em plantas.
Esses fatores incluem a genética da planta, a composi¢cdao do meio de cultura utilizado, e a presenca
de reguladores de crescimento vegetal (Torres et al. 1998; Teixeira et al. 2002).
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Em relacdo a genética, a capacidade de uma planta de formar embrides somaticos pode
variar entre diferentes gendtipos e espécies de plantas. No caso do cacau, muitas pesquisas com ES
mostraram que o T. cacao é genodtipo-dependente (Maximova et al., 2002; Traore, 2006; Minyalka
et al., 2008; Quainoo e Dwomo, 2012; Ajijah et al., 2014; Figueira e Janick, 2017). Por ela ser uma
planta alégama (fecundagdo cruzada tanto entre flores de um mesmo individuo como de individuos
distintos), ha uma grande variabilidade genética, o que pode ser o principal fator de haver grandes
variacoes entre os resultados nos estudos com diferentes genétipos, pois a variabilidade dentro das
populacbes, em alégamas, é maior que entre populacdes. Por isso, é importante selecionar
cuidadosamente as plantas-matrizes, para garantir que elas tenham uma boa capacidade de
regeneracdo de tecidos de acordo com o protocolo utilizado (Delporte et al., 2014).

O processo inicial de cultivo de plantas in vitro comeca com a extracdo de tecidos de uma
planta doadora, que sdo entdo colocados em meios de cultura contendo concentracoes elevadas de
reguladores de crescimento de plantas, ocorrendo assim uma transicdo brusca do metabolismo
autotrdfico para o heterotréfico, e tendem a desencadear o estresse oxidativo (Benson e
Roubelakis-Angelakis, 1994). A oxidacdao desempenha papéis importantes em processos bioldgicos,
como em processos de cicatrizacdo e adaptacdo ao estresse ambiental. Porém, em culturas de
tecidos vegetais, a oxidacdo pode ser prejudicial, causando estresse celular, escurecimento dos
meios de cultura e até a morte celular, fatores que prejudicam a multiplicacdo tecidos vegetais
(Pancaningtyas, 2015).

O meio de cultura utilizado é crucial para o sucesso da ES. A composicao do meio de cultura
pode afetar a taxa de proliferacdo celular e o desenvolvimento dos embrides somaticos. Também é
importante manter as culturas em condi¢cGes adequadas de temperatura e iluminagao para garantir
um crescimento celular saudavel (Barrueto Cid, 2013; Hand, et al., 2016).

Por fim, a presenca de reguladores de crescimento vegetal, como as auxinas e citocininas,
também pode afetar a ES. Esses reguladores do crescimento podem afetar a proliferagao celular e
a diferenciacdo em diferentes estagios do desenvolvimento dos embrides somaticos. Porém, é
importante encontrar a combina¢ao adequada de hormonios para cada espécie e gendtipo de

planta, ja que as necessidades podem variar amplamente (Torres et al. 1998; Hand, et al., 2016).

4.4.2 Citocininas e auxinas

Na cultura de tecidos, a morfogénese é controlada pelos reguladores de crescimento e
hormdnios vegetais, com destaque para o equilibrio entre auxina e citocinina no meio de cultura,
com o fim de induzir a formacao de calos (Skoog e Miller, 1957 apud Handro e Floh, 1990).

Cada espécie e gendtipo vegetal necessita de concentragdes diferentes de auxinas e citocininas,
0 que traz a necessidade de pesquisas especificas para cada gendtipo de interesse. A principio é
recomendavel testar diversas combinag¢des de auxina e citocinina no estagio inicial da cultura de tecidos
(Handro e Floh, 1990). Em geral sdo utilizadas as citocininas sintéticas comumente utilizadas no cultivo in
vitro, como a benziladenina (BA) e a cinetina (KIN), embora as exdégenas mais especificas, de ocorréncia
natural nas plantas, possam ser mais efetivas em alguns casos, como no caso da zeatina (Z) e a 2-
isopenteniladenina (2 ip). J& como auxinas, podem ser usados o d4cido indolilacético (AlA), alfa-
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naftalenoacético (ANA) e 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), sendo que a auxina que mostra a maior
eficiéncia na inducdo de calos é o 2,4-D (Ammirato, 1983 apud Handro e Floh, 1990).

Pereira et al. (2007) estudaram o efeito da cinetina e ANA na indugdo in vitro de embrides
somaticos de Coffea arabica L. cv. acaia cerrado, tendo resultados positivos na indugdo de embrides
ao utilizar 8 mg L' de cinetina e 8,0 mg L™* de ANA, em meio de MS (Murashige e Skoog, 1962).

Em uma pesquisa com o cacau feita por Silva et al. (2006), na fase de inducdo de calos foi
utilizado 2 mg L't de 2,4 D e 0,3 mg L de cinetina, em meio constituido de sais WPM, vitaminas de
Gamborg, 20 g L™ de sacarose, 50 ml L'! de dgua de coco e 2,2 g L de Gelrite®. A calogénese foi
influenciada pelo genétipo, e foi maior nos explantes de estaminoides. Dentre outras espécies de
Theobroma estudadas, embrides somaticos foram obtidos somente para Theobroma cacao L.

A calogénese foi potencializada com a combinacao de 2,4-D, cinetina e glutamina (2,5 uM,
2,5 uM e 0,68 uM, respectivamente) em meio de cultura de MS, na ES de Myracrodruon urundeuva
(Silva et al., 2020).

4.4.3 Etapas da embriogénese somatica

A embriogénese somatica (ES) é um processo complexo, que envolve a reprogramacao de
células somaticas para adquirir caracteristicas embrionarias e se desenvolver em um embrido
completo (Torres et al. 1998).

A primeira etapa da ES é a inducgdo, que envolve a iniciacdo do processo de embriogénese
em células somaticas por meio de estimulos externos, como o uso de reguladores de crescimento e
nutrientes especificos no meio de cultura. Esses estimulos fazem as células se desdiferenciarem
devido a sua totipoténcia (Barrueto Cid, 2013; Hand, et al., 2016).

Em seguida, ha a multiplicacdo celular, na qual as células embriogénicas comecam a se
dividir rapidamente e formar massas celulares conhecidas como calos embriogénicos. Esses calos
sao constituidos por células indiferenciadas que podem se diferenciar em qualquer tecido vegetal
(Barrueto Cid, 2013; Hand, et al., 2016).

A terceira etapa é a formagao de proembrides, que ocorre quando os calos embriogénicos
comegam a se organizar em uma estrutura semelhante a um embrido, mas ainda ndao apresentam
todos os tecidos embriogénicos. Nesse estagio, ocorrem alteragdes no padrao de divisdo celular e
inicio da diferenciacdo dos tecidos devido a mudanga na composicdio do meio de cultura,
geralmente adicionando reguladores de crescimento vegetal, que guiam a diferenciacdo celular
(Skoog e Miller, 1957 apud Handro e Floh, 1990).

Posteriormente, ha a etapa de maturacdo dos embrides somaticos, na qual ocorre o
desenvolvimento completo dos tecidos meristematicos, tornando-os embrides maduros, capazes
de germinar e se desenvolver em plantas completas (Hand, et al., 2016).

Por fim, a Ultima etapa é a germinacgao, que envolve a regenerac¢ao de plantulas a partir
dos embrides maduros em meio de cultura, em condi¢des adequadas de luz e temperatura (Teixeira
et al. 2002).

O desenvolvimento de embrides somaticos em plantas de cacau inicialmente foi
observado em embriGes zigdticos imaturos (Esan, 1977; Pence et al., 1979). Porém, embora os
embrides somaticos se desenvolvessem normalmente até a fase cotiledonar, ndo germinavam in
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vitro. Posteriormente, foi desenvolvido um método para a germinacdo de embrides somaticos
Novak et al. (1986).

Em trabalhos posteriores, foi possivel obter embrides somdticos a partir de folhas,
utilizando tecidos nucelares e tecidos florais como fonte de explantes. Diferentes protocolos foram
desenvolvidos, incluindo o uso de substdncias como o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
benzilaminopurina (BAP) e tidiazurdn (TDZ) para induzir a embriogénese somatica (Litz, 1986;
Figueira e Janick, 1993; Sondahl et al., 1993).

Plantas completas foram obtidas a partir de tecidos florais em 1993 por Lopez-Baez e
colaboradores e em 1996 por Alemanno e colaboradores. As plantas derivadas de embrides
somaticos apresentaram caracteristicas semelhantes as das plantas derivadas de sementes.

Embora pesquisas tenham tentado o uso de diversos tipos de explantes, como estames,
pétalas e base das pecas florais, o protocolo mais eficiente em termos de resposta embriogénica,
feito por Li e colaboradores (1998), utilizou estamindides de botdes florais fechados como explante
inicial (Teixeira, 2002).

4.5 Aclimatizagdo de plantas

Apds a formacdo dos embrides somaticos e sua subsequente germinacdo, as plantas
passam pela fase de aclimatizacdo, uma fase de adaptacdo entre a cultura in vitro e o plantio em
campo. A aclimatizacdo é um processo gradual e crucial, pois as plantas passam de ambiente
controlado (temperatura, umidade, iluminagdo, nutrientes, etc.) para um ambiente externo (com
microrganismos, vento, maior dificuldade de obtencdo de nutrientes, etc.) (Paiva e Paiva, 2001; lliev
etal., 2010).

Inicialmente, as plantas sao transplantadas para recipientes como copos descartdveis
contendo substrato (como o comercial ou solo misturado com vermiculita na proporgao de 2:1).
Durante os primeiros dias, as plantas geralmente sao mantidas em condi¢des de umidade saturada
e baixa iluminagdo. Em seguida, elas sdo transferidas casa de vegetacdao, onde permanecem por
alguns meses e entdo, podem ser transplantadas para o campo (Li et al., 1998; Lameira et al., 2000;
Paiva e Paiva, 2001).

O processo de aclimatizagdao envolve diversos cuidados, como o aumento gradual da
incidéncia da luz solar direta nas plantas para evitar danos as folhas (Lameira et al., 2000; Nolan e
Rose, 2010). A regulacao da temperatura também é importante, pois plantas cultivadas in vitro sao
mantidas em temperaturas amenas e, com a mudanca de ambiente, podem sofrer com
temperaturas mais elevadas (Lameira et al., 2000; Paiva e Paiva, 2001; Cardoso et al., 2018). Além
disso, é fundamental manter um controle adequado da umidade, que deve ser mantida em niveis
elevados para evitar a desidratacdo das mudas (Paiva e Paiva, 2001; Cardoso et al., 2018). A
manutencdo de todos esses parametros até a adaptac¢ao da planta em campo é muito delicada, pois
a planta deve se adaptar gradualmente a sua transferéncia de um lugar (in vitro) com todos os
parametros ideais, para um lugar (ex vitro) sujeito a intempéries, microrganismos, etc.

Um estudo de Entuni e colaboradores (2018) de aclimatizacdo por um ano, de plantas
provindas de embrides somaticos de cacau via estaminoides, mostraram fendtipos normais e
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parametros de crescimento (como a idade de floracdo precoce e sustentacdo dos frutos em
crescimento) similares as plantas propagadas pelo método tradicional feito por enxerto.

Testes de aclimatizacdo de embrides de ES de cacau feitos por Manlé e colaboradores
(2021), mostraram que o uso de areia como substrato na aclimatizacdo é mais favoravel para a
sobrevivéncia do cacaueiro nos primeiros anos de vida, devido a porosidade e facil infiltracdo da
agua na areia, o que dificulta o acimulo de dgua e o surgimento de fungos danosos para a planta.
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5. Materiais e métodos

5.1 Local de realizagdao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e Genética Vegetal
(LCT-11) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizado em Brasilia-DF.

5.2 Otimiza¢do da calogénese na embriogénese somatica de Theobroma cacao L.

5.2.1 Coleta, desinfestacdo e preparagao dos explantes
Inicialmente, botdes florais de Theobroma cacao L. foram coletados de trés plantas matrizes

da Embrapa, denominadas ‘752’, ‘754’ e ‘755’ (Figura 1A). Os botdes florais foram coletados no
periodo da manha, quando ainda estavam fechados, entre o final de novembro e inicio de dezembro
de 2021. Eles foram selecionados de acordo com o tamanho, que variava entre 6 mm e 8 mm,

dando-se preferéncia para os maiores que ainda se mantinham completamente fechados, conforme
indicado por Teixeira et al. (2002) (Figura 1B).
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Figura 1. (A) Plantas matrizes de Theobroma cacao L., denominadas ‘752’, ‘754’ e ‘755’, em fase de frutificacdo. (B)
Botdes florais de Theobroma cacao L. com diferentes tamanhos até o inicio de sua abertura. Foram utilizados os maiores
bot&es (BG), ainda completamente fechados para embriogénese somatica de seus estaminoides. (BP) Botdes florais
pequenos, nao utilizados; (BG) Bot&es grandes utilizados como explantes; (BA) Botdes abertos, ndo utilizados devido a
maior exposicdo do estaminoide, tendo maior risco de contaminagao.

Os botdes florais foram desinfestados em camara de fluxo laminar horizontal, em placas de
Petri de vidro (15 mm x 100 mm) autoclavadas, por meio de imersdao em solugdo de alcool 70% (v/v)
por 3 minutos, seguido pela imersdao em solugao de hipoclorito de sédio (NaClO) na concentragao
de 0,5% de cloro ativo por 10 minutos. Posteriormente, foram feitas 3 lavagens em agua destilada
autoclavada por 5 minutos cada para remocado residual dos agentes esterilizantes, seguindo a
metodologia de Teixeira et al. (2002).

Apds a desinfestacdo, os botdes florais foram colocados em discos autoclavados de papel
filtro dentro de placas de Petri de vidro (15 mm x 100 mm) estéreis por cerca de 5 minutos para
secagem. Em seguida, com auxilio de bisturis e pincas autoclavados, os estaminoides foram isolados
do bot3o floral, mantendo-se parte do receptaculo, de acordo com especificacdes de Teixeira et al.
(2002), obtendo-se, desta forma, os explantes para os experimentos iniciais de embriogénese
somatica (ES) (Figura 2).
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Figura 2. (A) Botdo floral de Theobroma cacao L. mostrando as sépalas; (B) Botdo floral sem as sépalas, mostrando as
pétalas; (C) Estames visiveis (seta) apds retirada das pétalas; (D). Estaminoides (seta) evidenciados apds remoc¢do dos
estames; (E) Ovario e estilete isolados no centro do botdo floral apds remogdo dos estaminoides; (F) Partes do botdo
floral lado a lado. (G) Estaminoide de botdo floral de Theobroma cacao L. utilizado como explante no experimento de
embriogénese somatica.

5.2.2 Indugao de calos
Para a indugdo de calos embriogénicos, os estaminoides oriundos dos trés diferentes

genotipos supramencionados foram inoculados em meio de indugao de calos embriogénicos (MIC),
composto pelos sais do meio de DKW (Driver e Kuniyuki, 1984), acrescido de 9,0 uM de 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D), 22,7 nM de Tidiazurom (TDZ), 20,0 g L'* de glicose, 250,0 mg L de
glutamina, 2,0 mg L' de glicina e 2,0 g L' de Phytagel, conforme protocolo desenvolvido por Li et
al. (1998). A esse meio de cultura, foram adicionadas duas citocininas, cinetina (Cin) ou meta-
topolina (mT), nas concentrac¢des de: 0; 0,5 e 1,0 mg L' (Tabela 1).
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Tabela 1. Componentes dos meios de indugdo de calos (MIC)!™, de multiplicagdo de calos
(MMC), de desenvolvimento de embrides somaticos (MDE)®?! e de regeneragdo de plantas
(MRP)®! para protocolo de embriogénese somatica de Theobroma cacao L. a partir de
estaminoides.

Componente MIC MMC MDE MRP
Macronutrientes (mg L)

K2SO4 1559 990 1559 311,8
NH4NO3 1416 400 1416 283,2
Ca(NOs) 1367 386 1367 273,4
MgSO, anidro 361,49 180,7 361,49 72,3
KH,PO4 265 170 265 53
CaCl; anidro 112,5 72,5 112,5 22,5
Na; EDTA 45,4 37,3 45,4 9,08
FeS04.7H,0 33,8 27,8 33,8 6,76
KNOs - - - 200
Micronutrientes (mg L?)

MnS04.H,O 33,5 22,3 33,5 6,7
H3BO3 4,8 6,2 4,8 0,96
Na;Mo04.2H,0 0,39 0,25 0,39 0,078
CuS04.5H,0 0,25 0,25 0,25 0,05
Zn(N0Os).6H,0 17 - 17 3,4
ZnS04.7H,0 8,6

Vitaminas (mg L?)

Mio-inositol 200 100 100 100
Tiamina HCI 2 10 2 2
Acido nicotinico 1 1 1 1
Piridoxina - 1 - -

Aminoécidos (mg L)

Glicina 2 - 2 2
Glutamina 250 - - -
Reguladores de crescimento (mgL?)

2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) 1,99 1,99 - -
Tidiazuron (TDZ) 0,005 - - -
Cinetina 0;0,5;10 0;0,5;1,0 - -
Meta-topolina (mT) 0;0,5;1,0 0;0,5;1,0 - -
Gelificante (g L-1)

Phytagel® 2 2,2 2 1.7
Outros (g L-1)

Glicose 20 20 1 10
Sacarose - - 30 5

11 A composi¢do dos meios de indugdo e multiplicagdo de calos (MIC e MMC, respectivamente) seguem
o protocolo de Li et al. (1998), com adigdo de duas citocininas (cinetina e meta-topolina) em trés
concentragdes (0; 0,5 e 1,0 mg L1).

21 A composi¢do dos meios de desenvolvimento de embriGes somaticos (MDE) e de regeneragdo (MRP)
seguem o protocolo de Li et al. (1998).
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O pH do meio foi ajustado para 5,8 +0,1 e o mesmo foi esterilizado por autoclavagem a
121 °C durante 20 minutos a 1,5 atm de pressao.

Durante todo o experimento, o processo de inoculacdo, transferéncia e subcultura dos
explantes foi realizado em condicdes assépticas em camara de fluxo laminar horizontal e os
utensilios, tais como pingas e bisturis, foram previamente esterilizados por autoclavagem.

O cultivo dos explantes foi realizado em placas de Petri (15 x 90 mm, de polietileno, estéreis
por radiagao ionizante, descartaveis), seladas com filme policloreto de polivinila (PVC) transparente,
contendo aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa. Nesta etapa, as placas de Petri
com os explantes inoculados foram envolvidas em papel aluminio e mantidas no escuro, em sala de
crescimento com temperatura de 25 °C + 2 °C.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, em
esquema fatorial triplo (3 gendtipos x 2 citocininas x 3 concentra¢des), num total de
18 tratamentos. No total, cada tratamento foi formado por 5 repeticdes com 10 estaminoides cada.

Apds duas semanas de cultivo em MIC, avaliaram-se as porcentagens de explantes
escurecidos por oxidacdo e de formacdo de calos nas diferentes partes dos explantes (base, centro
e apice). Para melhor caracterizar os diferentes tipos de calos formados, eles foram classificados
como sendo calos do tipo granulares e nodulares. O tipo granular foi caracterizado como formacoes
calogénicas que apresentavam granulos ou filamentos rigidos, fixos ao explante, de coloracdo
branco translicida a levemente amarelada translicida de até 0,1 mm. Ja os calos nodulares foram
caracterizados com estruturas duras nodulares de cores branca translicida a amarelada translucida
com superficie rugosa que chegava até 1,5 mm de didmetro.

A porcentagem de explantes escurecidos por oxidacdo foi obtida por meio da razdo entre a
guantidade de explantes com mais de 50% de seu corpo escurecido por oxidacdo e o numero total
de explantes por placa, multiplicada por 100, o que também permitiu analisar o potencial responsivo
de explantes nessa condi¢do. A porcentagem de explantes com calos filamentosos e nodulares foi
calculada da mesma forma supracitada. Ambos explantes, oxidados e ndo oxidados, foram utilizados
nos experimentos seguintes.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativo,
as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, por meio do
software estatistico R (R Development Core Team, 2012).

5.2.3 Multiplicagao de calos
Apds duas semanas em MIC, os explantes foram transferidos para placas de Petri (15 x

90 mm), contendo cerca de 25 mL de meio de multiplicacdo de calos (MMC), baseado no meio de
crescimento secundario de calos de Li et al. (1998), com modificacdes (Tabela 1). O meio MMC foi
composto pelos sais do meio WPM (Wood Plant Medium) (Lloyd e McCown, 1980), suplementado
com vitaminas de Gamborg (Gamborg, 1968), 9,0 uM de 2,4-D, 20,0 g L de glicose e 2,2 g L' de
Phytagel, além das concentracdes de Cin e mT (0; 0,5 e 1,0 mg L) utilizadas na etapa de inducdo de
calos. Nesta etapa, os calos foram mantidos no meio com o mesmo regulador da etapa anterior,
mantendo-se, assim, as mesmas concentracdes de citocininas em que estavam em MIC.
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Assim como na etapa anterior, o pH do meio foi ajustado para 5,8+0,1 antes da
autoclavagem, que foi realizada por 20 minutos, a temperatura de 121 °C e 1,5 atm de pressao.

As placas de Petri com explantes inoculados foram envolvidas com papel aluminio e
mantidas em condicdo de escuro, em sala de crescimento com temperatura de 25 °C + 2 °C.

Apds quatro semanas de cultivo em MMC, as porcentagens de explantes escurecidos por
oxidacdo e de explantes com formacdo de calos granulares e nodulares em diferentes partes dos
estames (base, centro e dpice) de cada tratamento foram avaliadas. Ambos explantes, oxidados e
ndo oxidados, foram utilizados nos experimentos seguintes.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativo,
as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, por meio do
software estatistico R (R Development Core Team, 2012).

5.2.4 Indugao do desenvolvimento de embrides somaticos
Para inducdo do desenvolvimento de embriGes somaticos (diferenciacdo), os explantes

foram transferidos para placas de Petri (15 x 90 mm) contendo cerca de 25 mL de meio de
desenvolvimento de embrides somaticos (MDE), desprovido de reguladores de crescimento (Tabela
1). O MDE foi composto pelos sais do meio de DKW (Driver e Kuniyuki, 1984), acrescido de 100,0 mg
L' de mio-inositol, 2,0 mg L™ de tiamina-HCL, 1,0 mg L™ de &cido nicotinico, 2,0 mg L de glicina
30,0 g L'* de sacarose, 1,0 g L' de glicose e 2,0 g L' de Phytagel, conforme protocolo desenvolvido
por Liet al. (1998). O pH do meio foi ajustado para 5,8+ 0,1 e o mesmo foi esterilizado por
autoclavagem a 121 °C durante 20 minutos a 1,5 atm de pressao.

Apds inoculacdo dos explantes, as placas de Petri foram envolvidas com papel aluminio e
mantidas em condicdo de escuro em sala de crescimento com temperatura de 25 °C + 2 °C, por oito
semanas, passando por subcultura a cada duas semanas.

A cada duas semanas foram avaliadas as porcentagens de explantes com embrides
somaticos em diferentes estdgios de desenvolvimento (globular e torpedo) em diferentes partes
dos explantes (base, centro e apice) e o potencial embriogénico dos calos escurecidos por oxidagao
e dos ndo oxidados de cada tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativo,
as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, por meio do
software estatistico R (R Development Core Team, 2012).

5.2.5 Anadlise anatomica de calos e embriGes
Para anadlise anatomica foram utilizados os seguintes explantes: estaminoides recém

coletados de botdes florais; calos apds 27 dias de cultivo em meio de multiplicacdo de calos (MMC);
e embrides somaticos em estagio inicial de desenvolvimento, entre 5 a 14 dias no meio de
desenvolvimento de embrides (MDE).

Para fixacdao, os explantes foram colocados em microtubos com solugdo de Karnovsky
modificada (Karnovsky, 1965), composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampao
cacodilato de sédio 0,05 M (pH 7,2), por um periodo de 24 h (sob vacuo durante a primeira hora),
seguida de trés lavagens em solucdo de cacodilato de sddio (0,05 M, pH 7,2), por um periodo de
1 hora (sob vacuo) nas duas primeiras lavagens e 24 h na terceira (com a primeira hora sob vacuo).
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A desidratacdo foi feita em séries alcodlicas crescentes (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%)
por uma hora cada (sob vacuo), exceto a série de 70% que ficou por 24 h (com a primeira hora sob
vacuo).

Os explantes passaram por pré-infiltracdo em etanol 100% e resina (1:1) por 24 h (sob vacuo
durante a primeira hora), duas imersGes em resina, sendo a primeira por 6 h e a segunda 24 h
(ambas com a primeira hora sob vacuo).

A infiltracdo em historesina (Leica, Heidelberg, Alemanha) e a polimerizacdo foram feitas
segundo as especificacdes do fabricante.

Posteriormente, foram feitos cortes longitudinais e transversais (3-7 um) em micrétomo
rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos em |aminas microscdpicas em placa
aquecida a 40°C. As seccbes obtidas foram coradas com Azul de Toluidina (0,5%) para
caracterizacdo estrutural e identificacdo de compostos fendlicos (O’Brien et al., 1964). As seccées
obtidas a partir do material emblocado também foram submetidas aos seguintes testes
histoquimicos: Xylidine Ponceau — XP utilizado para visualizacdo de proteinas (Vidal, 1970); Periodic
Acid Schiff — PAS (O’Brien e McCully, 1981) usado para identificar polissacarideos neutros; Lugol
(Johansen, 1940) para detecgdo de grdos de amido; Sudan IV (Pearse, 1972) para visualizacdo de
lipideos totais; Vermelho de Ruténio para identificacdo de pectinas (Johansen, 1940); Dicromato de
Potassio para visualizacdo de compostos fendlicos ndo estruturais. (Gabe, 1968); Calcoflior White
para identificacdo de B, 1-4 glucanos, como celulose e hemicelulose (Hugher e McCully, 1975), além
de Azul de Anilina para deteccdo de calose (B, 1-3 glucanos) (Currier, 1957; Eschrich e Currier, 1964),
esses dois ultimos corantes sob excitacdo com luz ultravioleta com auxilio de filtro UV de 340-380
nm. A obtencdo e analise de imagens foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa
Leica Application Suite EZ.

5.2.6 Regeneragao de plantas a partir de embrides somaticos
Apds oito semanas em MDE, embrides somaticos maduros, apresentando hipocétilo e

cotilédones, passaram para a etapa de regeneragao de plantas.

Os embrides maduros foram inseridos verticalmente em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 10 mL de meio de regeneracdo de plantas (MRP). O MRP foi constituido de 1/5 dos sais
do meio de DKW (Driver e Kuniyuki, 1984), acrescido de 100,0 mg L! de mio-inositol, 2,0 mg L de
tiamina-HCL, 1,0 mg L de 4cido nicotinico, 2,0 mg L de glicina, 5,0 g L'* de sacarose, 10,0 g L™ de
glicose, 0,2gL? de nitrato de potdssio (KNO3) e 1,7gL?' de Phytagel, conforme protocolo
desenvolvido por Li et al. (1998) (Tabela 1). O pH do meio foi ajustado para 5,8 £ 0,1 e 0 mesmo foi
esterilizado por autoclavagem a 121 °C durante 20 minutos a 1,5 atm de pressao.

Nas primeiras duas semanas de inoculagao dos embrides somaticos em MRP, a concentracao
de mio-inositol foi de 200,0 mg L%, seguindo sua concentragdo original nas subculturas seguintes.

Os embrides somaticos foram mantidos em sala de crescimento a 25 °C £ 2 °C e fotoperiodo
de 16 h de luz com intensidade de 100 pmol m? s até obter plantas com ao menos 2 folhas
expandidas e raiz desenvolvidas, passando por subcultura a cada 4 semanas. Apds esse periodo, foi
analisada a porcentagem de embrides somaticos convertidos em plantas (emissdo de ambos os
meristemas), que desenvolveram folhas verdes e raizes de pelo menos 3 cm. Essa porcentagem foi
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obtida por meio da razdo entre a quantidade de embrides somaticos convertidos em plantas e o
numero total de embrides maduros que foram inoculados em meio MRP, multiplicada por 100.

5.2.7 Aclimatizagao das plantas
As plantas de cacau obtidas com altura superior ou igual a 5 cm e pelo menos trés folhas

foram submetidas ao processo de aclimatizacdo. Para tal, as plantas foram inicialmente
transplantadas em copos pldsticos com capacidade de 200 mL contendo uma mistura de substrato
Bioplant® e areia lavada (1:1, v/v), e foram cobertas com copos plasticos com capacidade de 300 mL
para manter a umidade relativa do ar elevada.

As mudas foram acondicionadas em cadmara de crescimento do tipo BOD (Percival, modelo
[-30NL) a 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas com luminosidade de 25 umol m? s*. Apds duas
semanas cobertas com copos descartaveis para manter a umidade, tiveram a base do copo “tampa”
removidos para diminuir a umidade disponivel, e foram mantidas por mais duas semanas nesse
sistema, sendo irrigadas a cada dois dias. Apds as quatro semanas na camara de crescimento as
plantas foram transferidas para uma casa de vegetacdo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.
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6. Resultados e discussao

O processo de ES desde a coleta até a obtencdo dos primeiros embrides somaticos de cacau
teve duracdo total de quatorze semanas para todos os tratamentos. Apds a inoculacao, os explantes
apresentaram intumescimento ainda na primeira semana em MIC. J& com duas semanas em MIC,
os explantes comecaram a apresentar a formacao de calos (Figura 3A), que foram se desenvolvendo
e se multiplicando nas quatro semanas seguintes em MMC (Figura 3B). Com quatro semanas em
MDE, os primeiros embrides somaticos em estdgio globular apareceram (Figura 3C), e nas quatro
semanas seguintes em MDE, eles se desenvolveram até a fase torpedo, enquanto novos embrides
globulares surgiram (Figura 3D). No meio MDE, o desenvolvimento de calos se estabilizou e alguns
apresentaram oxidacdo de seus tecidos.

Os explantes que apresentam alta taxa de calogénese para a ES de cacau sdo pétalas e
estaminoides (Li et al., 1998; Minyaka et al., 2009, Boutchouang et al., 2016), porém em um
experimento de Teixeira et al. (2002) o estaminoide mostrou melhor resposta embriogénica, logo,
nesse estudo os estaminoides foram os escolhidos. Os calos ndo foram separados dos explantes
devido a forte fixacdo entre eles, o que inviabilizada sua separacdo sem que quebrasse o explante
em pedacos ainda fixos aos calos. No entanto, diferentes pesquisas de ES em cacau também
mantiveram os calos fixos aos explantes e obtiveram bons resultados (Li et al., 1998; Ajijah et al.,
2016; Bustamine e Werbrouck, 2017; Kouassi et al., 2017; Ramirez et al., 2018).
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Figura 3. Embriogénese somatica indireta em estaminoide de Theobroma cacao L. gendtipo ‘752’ no tratamento
controle. (A) Explante em meio de inducdo de calos (MIC) apresentando intumescimento dos tecidos e desenvolvimento
de calos granulares (CG). (B) Explante em meio de multiplicacdo de calos (MMC) com formagao de calos granulares (CG)
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e calos nodulares (CN). (C) Explante ha duas semanas em meio de desenvolvimento de embriGes (MDE) com embrides
somaticos em fase globular (ESG); notar escurecimento do explante. (D) Explante ha quatro semanas em meio de
desenvolvimento de embrides (MDE), apds a calogénese, apresentando embriGes nas fases torpedo (EST), cordiforme
(ESC) e globular (ESG) surgindo de calos com oxidagdo; notar assincronia do processo (presenga de embrides somaticos
também em estddio globular) e escurecimento evidente do explante.

Um dos elementos frequentemente associados a recalcitrancia in vitro é a elevada
concentracdo de compostos fendlicos e a subsequente oxidacdo dessas substancias. O cacau, como
a maioria das arvores tropicais, apresenta grandes quantidades de compostos polifendlicos
(Griffiths, 1958; Kim & Keeney, 1983). Diferente dos resultados negativos quanto a oxidacdo em ES
de cacau, mostrados por Pancaningtyas (2015b), embora tenha sido observada oxidacdo dos
explantes (Figura 2 C e D; Figura 5 A), ela ndo afetou a producdo de embriées somaticos, como
também foi observado por Garcia et al. (2016) Guillou et al. (2018), inclusive, os tratamentos com
maior taxa de formagao de embrides também foram os com maior taxa de oxidagao.

A assincronia na diferenciacdo de embrides somaticos é uma caracteristica comum a essa
rota de micropropagacdo, com diferentes relatos da sua ocorréncia, inclusive, em cacau
(Pancaningtyas, 2015a; Bustami e Werbrouck, 2017). O desafio do assincronismo na ES ainda é um
desafio de grande importancia (Zhang et al., 2013). Estudos prévios evidenciaram que o acido
abscisico (ABA) desempenha um papel fundamental na regulacdo da sincronia em embrides,
induzindo a desdiferenciacao celular e inibindo sua proliferacdo, controlando assim a morfogénese
(Gutmann et al. 1996). Porém, pesquisas ainda precisam ser feitas para que este problema seja
melhor entendido e solucionado.

Foram observadas diferentes anormalidades nos embrides transferidos do meio MDE para
o MRP, na etapa de regeneracdo de plantas, em todos os tratamentos. Dentre as observacgoes,
destacam-se anomalias como coloragao rosada em folhas, fusdo de folhas, deficiéncia de clorofila,
folhas com aspecto anormal, pequenas, enrugadas, auséncia no desenvolvimento ou ma formacgao
de raiz e ou engrossadas, somente o desenvolvimento raizes, embriogénese secunddria, estagnagao
no desenvolvimento do embrido e oxidacao total do embrido apds o inicio do desenvolvimento
foliar.

Algumas amostras de plantas (seis plantas normais, provenientes dos meios de cultura
controle e com cinetina a 0,5 mg L%, trés com anormalidade de fusdo de embrides e outras trés
apresentando deficiéncia de clorofila em algumas folhas) foram transferidas para o substrato e
deixadas em aclimatizagao e todas as plantas se adaptaram bem, mostrando desenvolvimento
satisfatério durante o acompanhamento na cdmara de crescimento tipo BOD e em seguida na casa
de vegetacdo. Todas essas etapas serdao detalhadas em seguida.

6.1 Meio de indugao de calos

Foram identificados e diferenciados dois tipos de calos durante a execu¢ao do experimento.
Um dos tipos, que foi denominado de granular, tem formato de granulos ou pequenos filamentos,
rigidos, fixos ao explante, com coloracdo variando entre branco translicido a amarelado translicido,
e medem até + 0,1 mm (Figura 4A). O outro tipo de calo identificado foi denominado de nodular,
tem estrutura nodular, rigida (compacta), as vezes amontoados em grupos, com superficie rugosa,
com coloragdo variando entre branco translicido a amarelo translicido e tamanho de até £ 1,5 mm
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(Figura 4B). Calos com padrdes morfoldgicos variados também foram relatadas em outros estudos
em cacau (Kononowicz et al., 1984; Bustami e Werbrouck, 2017; Ajijah et al., 2016; Garcia et al.,
2016; Ramirez et al., 2018; Guillou et al., 2018; Norasekin et al., 2020), porém, percebe-se uma falta
de padronizacdo na classificacdo da variedade de calos entre os estudos.
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Figura 4. Estruturas calogénicas desenvolvidas em estaminoides de Theobrama cacao L. em meio de multiplicagao de
calos (MMC) apds 4 semanas de cultivo. (A) Calos granulares. (B) Calos nodulares.

Nos trés gendtipos, a calogénese se iniciou na base e em areas feridas dos estaminoides. Os
primeiros calos a surgirem nos explantes inoculados em meio de inducdo de calos (MIC) foram os
granulares, que surgiram logo apds o intumescimento dos explantes. Em seguida, surgiram os calos
nodulares no mesmo explante.

Com relacdo a taxa de formacdo de calos granulares nos explantes, ndo se verificaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos testados, com valor médio de 98,9% (Tabela 2). J4 com
relagdo ao percentual de calos nodulares, diferengas estatisticas foram observadas somente entre
os genotipos avaliados. Os gendtipos ‘752" e ‘754 apresentaram maiores percentuais de formagao
de calos nodulares, 71,6% e 80,4%, respectivamente, valores estatisticamente iguais (Tabela 5). Ja
o gendtipo ‘755’, exibiu porcentual inferior em relagdo aos demais gendtipos (51,8%). Calos
semelhantes aos aqui classificados como nodulares e granulares também foram observados em
cacau por outros autores, e foram considerados embriogénicos e nao embriogénicos,
respectivamente (Rua et al., 2016; Ajijah et al., 2016; Ramirez et al., 2018; Guillou et al., 2018),
porém o estudo anatémico mostrado mais a frente revelou que ambos tém potencial embriogénico.
Dentre os fatores que influenciam a formacao de calos em diferentes espécies de plantas, destaca-
se a diferenca de gendtipos. Dentro da mesma espécie vegetal, diferentes gendtipos podem
apresentar predisposi¢des variadas a formacdo de calos, tornando necessdria a adaptacao dos
protocolos conforme o material genético em questao, e entdo criando um protocolo que abranja a
maioria dos gendtipos de interesse comercial para produg¢ao em larga escala.

Para este experimento além dos testes com citocinica e meta-Topolina, os meios de inducao
e multiplicacdo de calos (MIC e MMC) foram suplementados com o regulador de crescimento 2,4-
D, que é uma auxina considerada eficiente na formacdo de calos em ES como reportado por Li, et
al. (1998). Nogueira e colaboradores (2007) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes da
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auxina 2,4-D e a sua interacdo com citocininas na calogénese em Murici-pequeno. Os resultados
demonstraram que na auséncia de 2,4-D ndo ocorre formacdo de calo em explantes foliares, e
adicdo de BAP ou TDZ nao influencia o processo de calogénese.

6.1.1 Formacao de calos por regioes do explante (base, centro, apice) em MIC

A taxa de formacdo de calos granulares, especificamente nas regides basal e apical dos
explantes, ndo foi influenciada pelos tratamentos avaliados, com valores médios de 97,9% e 35,9%,
respectivamente (Tabela 2). Todavia, o porcentual de formacao desse tipo calo na regido central do
explante foi influenciada pelo gendtipo (Tabela 3). A regido central dos explantes de ‘752’ foi mais
responsiva, comparativamente a mesma regiao dos explantes oriundos dos demais gendtipos, com
uma taxa de 76,8% de formacdo de calos granulares. Em ‘754’ e ‘755, verificou-se taxas
estatisticamente iguais de formacao de calos granulares nessa regiao do explante (54,8% e 55,74%,

respectivamente).

Tabela 2. Taxa de formagdo (%) de calos granulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante a
inducdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos granulares na fase de indugao (%)

Tratamento Basal Central Apical Explante
Controle 98,00 63,33 33,33 99,33

(1,0mgL?) 98,61 58,33 39,58 98,61
Cinetina

(0,5mgL?) 98,00 75,33 50,00 100,00
Meta- (1,0 mg LY 96,00 51,33 28,00 97,33
Topolina (0,5mgL?) 98,67 64,00 28,67 99,33
Média 97,86 62,47 35,92 98,92

Tabela 3. Taxa de formacgdo (%) de calos granulares por genétipo e por regido do explante (estaminoide), durante a
inducdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos granulares na fase de indugao (%)

Genotipo Basal Central Apical Explante
‘752 98,40 76,80 40,40 98,40
‘754’ 98,80 54,80 34,40 99,60
‘755’ 96,31 55,74 32,79 98,77
Média 97,84 62,45 35,86 98,92

Assim como observado para os calos granulares, a formacao de calos nodulares em relagao
a regido basal do explante ndo foi influenciada pelos meios de cultivo, mas sim, pelo gendtipo
(Tabelas 4 e 5). Os dados revelaram que a regido basal do genétipo ‘754’ (80,0%) foi mais responsiva
comparativamente a essa mesma regido nos gendtipos ‘752’ (68,4%) e ‘755’ (50,0%). Esses dois
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ultimos gendtipos foram estatisticamente inferiores ao gendtipo ‘754°, e estatisticamente
diferentes entre si. Similarmente, o meio de cultivo ndo influenciou o nimero de estruturas
nodulares formadas na regido basal dos explantes. Todavia, a andlise dos gendtipos revelou que em
‘754’ exibiu um maior nUmero, em termos estatisticos, de estruturas nodulares observadas nessa
regido do explante (valor médio de 6,6 estruturas nodulares por explante), quando comparado aos
demais (3,5 e 2,1 para ‘752’ e ‘755, respectivamente).

Tabela 4. Taxa de formagdo (%) de calos nodulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante a
indugdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos nodulares na fase de indugao (%)

Tratamento Basal Central Apical Explante
Controle 64,00 12,67 2,67 64,00
(1,0 mglL?) 67,36 22,22 5,56 71,53
Cinetina
(0,5mglL?) 60,00 17,33 2,67 60,67
(1,0 mglL?) 63,33 21,33 6,00 64,67
Meta-Topolina
(0,5mglL?) 76,67 30,67 3,33 79,33
Média 66,27 20,84 4,04 68,04

Tabela 5. Taxa de formacdo (%) de calos nodulares por genédtipo e por regido do explante (estaminoide), durante a
inducdo da embriogénese somética de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos nodulares na fase de indugdo (%)

Genotipo Basal Central Apical Explante
‘752 68,40 23,60 4,40 71,60
754 80,00 26,40 4,80 80,40
‘755’ 50,00 12,30 2,87 51,64
Média 66,13 20,77 4,02 67,88

Ja a responsividade da regido central do explante com relagdo a formacgao de calo nodular
foi influenciada pela interagdo dos fatores composicao do meio de cultivo e genétipo. Conforme o
desdobramento dos meios de cultivo dentro dos gendtipos, o tratamento 0,5 mg de meta-Topolina
proporcionou uma maior taxa formacdo de calos nodulares na regido central dos explantes do
gendtipo ‘755’ (36%). Ja, a andlise dos gendtipos dentro de cada meio de cultivo revelou que o
tratamento controle proporcionou uma maior taxa de formacao de calo nodular na regido central
de explantes do gendtipo ‘752’ (34%), enquanto o tratamento 0,5 mg de cinetina proporcionou uma
maior taxa de formagdo desse tipo de calo na regido central de explantes do gendétipo ‘754’ (40%)
(Tabela 6).
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Tabela 6. Taxa de formacgdo (%) de calos nodulares na regido central do explante (estaminoide), entre diferentes meios

de cultivo e gendtipos, durante a indugdo da embriogénese somatica de cacau (Theobroma cacao L.).

Genotipos
Meios de cultivo
‘752’ ‘754’ ‘755’

Controle (0,0 mg L) 34,0 +£9,8 aA 40+2,4aB 0,0+0,0bB

(1,0mgL?) 26,0 +10,3 aA 26,0 + 15,4 aA 14,0 £ 9,8 bA
Cinetina

(0,5mgL?) 12,0+ 7,3 aB 40,0 + 15,8 aA 0,0+0,0bB

(1,0 mg L'l) 12,0+9,7aA 40,0 £ 10,5 aA 12,0+ 7,3 bA
Meta-Topolina

(0,5mgL?) 34,0+11,2aA 22,0+5,8aA 36,0+ 4,0aA

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os meios de cultivo (nas colunas, em cada genétipo) e letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os gendtipos (nas linhas, dentro de cada meio de cultivo), pelo teste
de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam o erro padréo.

A taxa de formacdo de calos nodulares especificamente na regido apical dos explantes ndo
foi influenciada pelos tratamentos testados, e foi notavelmente mais baixa com relacdo ao
observado nas outras regifes do explante, com valor médio de 4%, independentemente dos
gendtipos analisados.

O numero médio de estruturas nodulares verificadas nas regides apical e mediana dos
explantes ndo foi influenciado pelos tratamentos testados, com valores médios de 0,1 e 0,7
estruturas nodulares por explante, respectivamente.

Os gendtipos ‘752’ e ‘754’ sdo mais responsivos a inducdo de calos (ambos com potencial
embriogénico, analisados anatomicamentente no tépico 6.6), e, de modo geral, que a regido basal
do estaminoide é mais responsiva, em termos calogénicos, que as demais regides, o que corrobora
com o verificado por Teixeira e colaboradores (2002), que trabalharam com os mesmos genétipos
estudados nessa pesquisa, e perceberam que a regido basal é a mais expressiva, principalmente se
se manter parte do receptaculo junto ao estamindide, como explante. De acordo com os resultados
histoquimicos, mostrado mais a frente, a maior concentracdio de mucilagem e a menor
concentracdo de compostos fendlicos na regido basal do explante pode ter influéncia na maior
responsividade desta regido. Outra hipotese é de que essa regido tem maior acesso aos hormonios
vegetais oriundos da planta por estar mais perto da base da flor.

6.2 Meio de multiplicagao de calos

As taxas de formacao de calos granulares e nodulares mantiveram-se elevadas durante o
cultivo em meio de multiplicagdo, ndao sendo constatadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos testados (tanto em relacdo aos meios de cultivo quanto aos genétipos), com valor
médio de 98,9% de calos granulares e 92,3% de calos nodulares (Tabelas 7 e 8). O que mostra que
o protocolo de multiplicacdo foi efetivo em todos os tratamentos.
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Os calos granulares apresentaram maior taxa de formacao do que os nodulares, o que condiz
com sua forma de manifestacdo onde seu surgimento ocorre somente apds o desenvolvimento dos

calos granulares.

Tabela 7. Taxa de formagdo (%) de calos granulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante a
fase de multiplicagdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos granulares na fase de multiplicagao (%)

Tratamento Basal Central Apical Explante
Controle 99,33 73,33 44,00 99,33
(1,0 mglL?) 98,52 72,59 47,41 100,00
Cinetina
(0,5mgL?) 99,33 80,00 55,33 100,00
(1,0 mglL?) 97,33 54,00 33,33 98,67
Meta-Topolina
(0,5mgL?) 96,67 69,33 30,00 96,67
Média 98,24 69,85 42,01 98,93

Tabela 8. Taxa de formacgdo (%) de calos nodulares por tratamento e por regido do explante (estaminoide), durante a
fase de multiplicagdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos nodulares na fase de multiplicagdo (%)

Tratamento Basal Central Apical Explante
Controle 83,33 46,73 22,00 88,00

(1,0mgL?) 90,37 54,81 20,74 94,81
Cinetina

(0,5mgL?) 92,67 60,67 28,00 94,00
Meta- (1,0 mg LY 87,33 30,60 14,67 88,67
Topolina (0,5mgL?) 93,33 50,53 13,33 96,00
Média 89,41 48,67 19,75 92,30

6.2.1 Formacao de calos por regioes do explante (base, centro, apice) em MMC

Quanto aos percentuais de calos granulares e nodulares observados na base dos explantes,
nao foram verificadas diferencas estatisticas entre os meios de cultivo e os genétipos testados, com
valores médios de 98% e 92%, respectivamente (Tabelas 7, 8, 9 e 10). Contudo, o meio de cultivo
influenciou o nimero médio de estruturas nodulares formadas na regido basal dos explantes,
conforme observado na Figura 5. Os meios de cultivo suplementados com Cinetina (0,5e 1,0 mg) e
com 0,5 mg de Meta-Topolina proporcionaram maior nimero médio de estruturas nodulares na
regido basal do estaminoide, independentemente do gendtipo avaliado. Adicionalmente, em 754/,
verificou-se maior taxa de formagdo de calos nodulares na regido basal do estaminoide (7,4%), valor
estatisticamente superior ao observado nos genétipos ‘752" (5,0%) e ‘755’ (5,0%). Em suma, o
gendtipo ‘754’ na regido basal apresentou superioridade em relacdo a porcentagem de calos.
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Tabela 9. Taxa de formagdo (%) de calos granulares por genoétipo e por regido do explante (estaminoide), durante a
fase de multiplicagdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formagdo de calos granulares na fase de multiplicagdo (%)

Genoétipo Basal Central Apical Explante
‘752’ 98,80 80,80 46,00 98,80
‘754’ 99,20 68,40 37,60 100,00
‘755’ 96,60 59,57 42,13 97,87
Média 98,20 69,59 41,91 98,89

Tabela 10. Taxa de formagdo (%) de calos nodulares por gendtipo e por regido do explante (estaminoide), durante a
fase de multiplicagdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.).

Taxa de formacgdo de calos nodulares na fase de multiplicagdo (%)

Genotipo Basal Central Apical Explante
752 90,00 56,80 21,20 91,60
754 94,80 54,80 21,60 97,60
755 82,98 33,11 16,17 87,23
Média 89,26 48,24 19,66 92,14
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Figura 5. Influéncia do meio de cultivo na quantidade de calos nodulares formados na regido basal do explante
(estaminoide), durante a fase de multiplicacdo de calos de cacau (Theobroma cacao L.). Letras minusculas diferentes
indicam diferenga significativa entre os meios de cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras
representam o erro padrdo.

O percentual de calos granulares observados na regido mediana do explante ndo foi
influenciado pelos tratamentos testados, com valor médio de 69,85% (Tabela 7). O percentual de
calos nodulares observados nessa regidao do estaminoide, embora nao tenha sido influenciado pelo
meio de cultivo, foi influenciado pelo gendtipo, com taxas de formagdo estatisticamente maiores
observadas nos genétipos ‘752’ (56,8%) e ‘754’ (54,8%), enquanto no gendtipo ‘755’ observaram-

41



se 33,1% de formacdo desse calo na regido central do explante (Tabela 10). O nimero de estruturas
nodulares observadas nessa regido do explante ndo foi influenciado pelos tratamentos avaliados,
com valor médio de 2,0 estruturas nodulares na regidao central por explante.
Os percentuais de formacao de calos granulares e nodulares observados na regido apical dos
estaminoides ndo foram influenciados pelos tratamentos e genétipos testados (Tabelas 7 e 8).
Diferentemente do observado na fase de inducdo, nesta etapa do cultivo, a taxa média de
oxidacdo dos calos foi baixa, de 4%, sem diferencas entre os tratamentos testados.

6.3 Meio de desenvolvimento de embridoes somaticos

Os embrides somaticos apresentaram-se como estruturas rigidas, branco leitoso a branco
translucido (diferentes embrides em mesma fase de desenvolvimento, como mostra a Figura 6B),
podendo surgir individualmente ou em grupos, e quando em fase torpedo, destacavam-se do tecido
calogénico de origem com facilidade (Figura 6).

1 mm

Figura 6. EmbriGes de Theobroma cacao L. oriundos de embriogénese somatica. (A) Embrides somaticos se
desenvolvendo em tecido escurecido (setas). (B) Aglomerado de embrides somaticos destacados do tecido calogénico,
em diferentes estagios de desenvolvimento, e com colorag¢des distintas. Embrido somatico translucido (ET); Embrido
somatico branco (EB).

A taxa de formacgdo de embrides somaticos foi influenciada pelos meios de cultivo iniciais do
processo de ES (meios indutores de calos) e gendtipos isoladamente. Os explantes cultivados
durante a fase de indugdo de calos no meio controle e no meio com 1 mg de Cinetina apresentaram
29,2% e 20,0% de formacdao de embrides somaticos diferenciados, respectivamente, valores
estatisticamente iguais (Figura 7). Com relagdo aos genétipos, o '754' destacou-se em termos
estatisticos, com uma taxa de 21% de formagao de embriGes somaticos. Ja os demais gendtipos
apresentaram uma taxa de 7,5% (cada) de formagdo de embrides somaticos.
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Cinetina 1 mg L™

Cinetina 0,5 mg L~
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Calos com embrides somaticos diferenciados (%)

Figura 7. Influéncia do meio de cultivo de origem (meio de indugdo de calos e meio de multiplicagdo de calos) no
percentual de calos com embrides somaticos diferenciados, durante a embriogénese somatica de Theobroma cacao L.,
a partir de estaminoides. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os meios de cultivo, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam o erro padrao.

Os explantes oriundos do tratamento controle exibiram um maior nimero de embrides
somaticos (33,08), conforme observado na (Figura 8). Contudo, ndo foram verificadas diferengas
entre os gendtipos com relagdo a essa varidvel, com valor médio de 9,0 embrides somaticos por
explante. Lembrando que os explantes oriundos do meio controle apresentaram formagdo de
embrides somaticos porque o meio corresponde ao produzido por Li e colaboradores (1998) contém
a auxina 2,4-D, enquanto os demais meios apresentam e as citocininas cinetina ou meta-Topolina
adicionadas. Dessa forma, os resultados ratificam a exceléncia do meio originalmente estabelecido
(Li et al. 1998), ndo sendo necessario, portanto, suplementagao com as citocininas supracitadas.
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Figura 8. Influéncia do meio de cultivo de origem (meio de indugdo de calos e meio de multiplicagdo de calos) no nimero
médio de embrides somaticos globulares, durante a embriogénese somatica de Theobroma cacao L., a partir de
estaminoides. Letras minudsculas diferentes indicam diferenga significativa entre os meios de cultivo, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Barras representam o erro padrdo.
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Apesar de relatos de efeitos positivos consequentes do seu uso de cinetina e meta-Topolina
na inducdo da embriogénese somatica (ES) em outras espécies, como em coffea arabica (café) - 2
mg L cinetina (Maciel et al., 2003; Silva et al., 2009), Diospyros kaki (caquizeiro) - 2 mg L cinetina
(Carvalho et al., 2004), Saccharum spp. (cana-de-acgucar) - 0,2 mg L cinetina (Menezes et al., 2012),
e Pinus pinaster 25 pmol L' de meta-Topolina (De Diego et al., 2008), o seu uso n3o pareceu
favoravel na ES de Theobroma cacao L. nesse protocolo. E importante notar que a eficécia e os
efeitos desses reguladores de crescimento podem variar dependendo da espécie vegetal e das
condicdes especificas do ambiente de cultivo.

Na cultura de tecidos, as citocininas sdo geralmente empregadas para estimular a formacao
de brotos adventicios a partir de calos, ou para induzir a brotacdo lateral a partir de gemas axilares
ou apicais (BARRUETO CID et al., 1994). Entretanto, podem elas também inibem a inducdo de raizes
em plantulas, retardam a senescéncia foliar, e diminuem a dominancia apical. Ja as auxinas, na
cultura de tecidos, sdo frequentemente utilizadas para induzir a formacao de calos a partir de um
explante, e promover o enraizamento a partir de brotos. O balanco entre esses reguladores de
crescimento para cada espécie é o foco de grande parte dos estudos de otimizacdo de protocolos
de ES (Barrueto Cid, 1994).

Foi observado o desenvolvimento de raizes em alguns explantes, porém ndo houve o
desenvolvimento de parte aérea junto as raizes, elas cresceram nos calos e com o tempo oxidaram,
esses dados também foram analisados. Quanto a taxa de formacdo de raizes, ndo foram constatadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos testados, com valor médio de 27,1% de formacdo de
raizes. Contudo, com relagdo ao numero médio de raizes foi constatada interacdo entre os fatores
meio de cultivo original e gendtipo, a qual foi desdobrada (Tabela 11). De acordo com o
desdobramento da interacdo, considerando os tratamentos dentro do gendtipo, explantes
cultivados na fase de inducdo em meio suplementado com 1 mg de Meta-Topolina exibiram um
maior numero médio de raizes no gendtipo 2 (20,5), enquanto que, aqueles oriundos do tratamento
controle e 0,5 mg de Cinetina apresentaram um maior nimero de raizes no genétipo 3, 17,8 e 12,5,
respectivamente. A comparag¢do dos gendtipos considerando cada meio de cultivo revelou que os
explantes do gendtipo ‘755" advindos do tratamento controle exibiram um maior nimero de
desenvolvimento de raizes.

Tabela 11. Influéncia do meio de indugdo e multiplicagdo de calos, e de diferentes gendtipos no numero médio de raizes
a partir de calos de ES em estaminoides de Theobroma cacao L.

Genotipos
Meios de cultivo
‘752’ ‘754’ ‘755’

Controle (0,0 mg LY) 4,75+4,1aB 1,75+0,8bB 17,8 £ 8,5 aA

(1,0 mg L) 2,25+0,9aA 8,8+3,4bA 1,8 +1,0 bA
Cinetina

(0,5 mg L?) 4,75 +3,3 aA 4,0+1,8bA 12,5+4,3 aA

(1,0 mg L) 4,25+1,8aA 20,5+4,4aA 6,5+ 3,8 bA
Meta-Topolina

(0,5 mgL?) 0,75+0,3aA 5,3+2,7bA 6,0 £ 3,7 bA

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os meios de cultivo em cada gendtipo e letras maiusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os gendtipos, dentro de cada meio de cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Barras representam o erro padrdo.
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Durante a fase de desenvolvimento de embrides somaticos, verificou-se alta taxa de
oxidacdo dos explantes, sobretudo, daqueles oriundos do tratamento controle (50,8%) (Figura 9).
Adicionalmente, a taxa de oxidacdo dos explantes variou em termos estatisticos entre os genétipos,
com destaque para o gendtipo ‘754’, com taxa de oxidacdo de 36,5%. Os gendtipos 1 e 3
apresentaram 15,0% e 20,4% de oxidacdo, respectivamente, considerados estatisticamente iguais
entre si. Enfatiza-se que a ocorréncia de oxidagdo ndo foi um fator limitante a ES, inclusive, o
genotipo mais responsivo apresentou maior taxa de oxidagdo. Verificou-se que embrides se
desenvolveram mesmo em tecido oxidado (Figura 6B), o que mostra que o tecido interno estava
vivo e se desenvolvendo, e que o tecido externo oxidado talvez tenha servido como uma barreira

de protecdo ao estresse causado pelo meio.
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Figura 9. Influéncia do meio de cultivo de origem (meio de indugdo de calos e meio de multiplicagdo de calos) no
percentual de oxidacdo dos explantes durante o cultivo em meio de desenvolvimento de embrides somaticos de
Theobroma cacao L. Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa entre os meios de cultivo em cada
gendtipo e letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os gendtipos, dentro de cada meio de
cultivo, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam o erro padrdo.

6.4 Regeneracao de plantas

A partir de oito semanas em MDE, embrides somaticos quando em estdgio maduro
(apresentando hipocétilo e cotilédones), foram transferidos para a etapa de regeneragdao de
plantas, em tubos de ensaio com meio de regenerac¢ao de plantas (MRP), por duas semanas.

Com quatro semanas de inoculacdo foi observada a presenca de caracteristicas de
anormalidade em todos os tratamentos (Figura 10), como: folhas apresentando coloracdo rosada
(Figura 10B, 10F e 10l), folhas fusionadas (Figuras 10C e 10G), folhas com deficiéncia em clorofila
(Figuras 10D e 10E), folhas com aspecto anormal, pequenas, enrugadas e ou engrossadas (Figuras
10D a 10F e 10H, a 10K), auséncia no desenvolvimento ou ma formacao de raiz (Figuras 10E a 10G
e 10l a 10K), somente o desenvolvimento de raizes (Figura 10M), embriogénese secunddria (Figuras
10J e 10K), estagnacdo no desenvolvimento do embrido (Figura 10L), e oxidagdo total do embrido

apos o inicio do desenvolvimento foliar (Figura 10N).
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Figura 10. Aspecto dos embriGes apds quatro semanas em meio de regeneragdo de plantas (MRP) apresentando
caracteristicas de anormalidade. (A) Planta de aspecto normal. (B) Planta com folha de coloragdo rosada. (C) Planta com
folhas fusionadas. (D) Planta com folhas pequenas e com deficiéncia em clorofila. (E) Planta com folhas anormais e
deficiéncia em clorofila. (F) Planta com ma formagao de raizes e folhas anormais pequenas junto a folhas normais. (G)
Planta com folhas fusionadas e ma formagédo de raiz. (H) Planta com folhas normais junto a folhas anormais grossas,
enrugadas e com deficiéncia em clorofila. (I) Planta apresentando auséncia do desenvolvimento da raiz e folhas com
aspecto anormal, grossas, enrugadas e de coloragdo rosada. (J e K) Plantas apresentando embriogénese secundaria;
setas pretas indicando ES provinda de meristema apical; seta vermelha indicando ES foliar. (L) Embrido com seu
desenvolvimento estagnado. (M) Desenvolvimento somente radicular. (N) Oxidagao total do embrido apés o inicio do
desenvolvimento foliar. Barras: 1 cm.
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Dos 688 embrides separados dos calos, independente do tratamento, somente 123 (17,9%)
foram convertidos em plantas completas (com emissdo de ambos os meristemas), desenvolvendo
folhas verdes e raizes de pelo menos 3 cm, sem diferenga significativa entre os genétipos, que
desenvolveram em média de 42 plantas completas cada.

A maior parte dos embrides (64,5%) desenvolveu somente parte aérea, sem diferenca
significativa entre os gendtipos, com média de 21,7% entre eles, e 0,7% somente raiz. Do total,
16,9% nao chegou a se desenvolver, dentre os quais 58,6% sofreram oxidacdo, 25,9% ficaram
estagnados como embrides, os demais 6,9% foram descartados por contaminacao.

Dos embrides convertidos em plantas, houve diferenca significativa entre os meios de
cultura de origem, sendo 65,8% provindos do meio controle e 22,4% do meio com cinetina a 0,5 mg

L't. Os numeros de plantas podem ser vistos na Figura 11.

Controle 81

Cinetina 1 mg L™ 6

Cinetina 0,5 mg L™ 26

Meio de cultivo

Meta-Topolina
1 mgL?

Meta-Topolina
0,5mg L

Numero de embrides que se
desenvolveram em plantas

Figura 11. Numero de embriGes somaticos de Theobroma cacao L. que se desenvolveram em plantas completas (com
emissdo de ambos os meristemas), desenvolvendo folhas verdes e raizes de pelo menos 3 cm, provindos de
embriogénese somatica indireta em diferentes meios de cultivo (controle e outros com adicdo de 0,5 mg L cinetina, 1
mg L cinetina, 0,5 mg L'*meta-Topolina e 1 mg L™ meta-Topolina).

A embriogénese somadtica secunddaria (ESS) notada no experimento, é um estdgio
subsequente na cultura de tecidos vegetais, no qual os embrides somaticos previamente formados
durante a embriogénese somdtica primaria (ESP) passam por um processo de desenvolvimento
adicional. A ESS tem sido relatada como capaz de aumentar a taxa de multiplicacao e a eficiéncia de
regeneracao em muitas espécies de plantas em comparac¢ao com a ESP (Li et al., 2002; Pinto et al.,
2008). Porém, a ESS ocorrida nesse estudo ndo passou pelo protocolo de ESS e surgiu quando as
plantas ja estavam em fase de regeneracdo, tanto em folhas quanto em raizes e meristemas apicais.

A ESS foi observada em 17,6% das plantas. Embrides fusionados ocorreram em 12,8% das

plantas, e notou-se a falta de clorofila em pelo menos uma folha em 7,27% das plantas.
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Em relacdo as caracteristicas foliares, 76,2% das plantas apresentaram somente folhas
anormais (com uma ou mais dessas caracteristicas: coloracdo rosada, fusionadas, pequenas, com
deficiéncia em clorofila, grossas, enrugadas), 0,7% somente folhas normais e 5,52% ambas normais
€ anormais na mesma planta.

A cultura in vitro frequentemente resulta em um aumento significativo na ocorréncia de
variantes genéticas, conhecida como "variacdo somaclonal”, onde clones regenerados por ES
apresentam uma alta frequéncia de gendtipos mutantes em comparacdao com as plantas parentais
(Phillips et al., 1994, Alemanno et al., 1997, Rodriguez-Lépez et al., 2004, Lin et al., 2006; Zhao et
al., 2006, Rodriguez-Lépez et al., 2010). Porém, em um estudo de Guillou e colaboradores (2018)
com ES em cacau utilizando meio liquido, que teve como objetivo aumentar a osmolalidade (nimero
de particulas osmoticamente ativas de soluto presentes em um quilograma do solvente, para os
explantes terem maior area de contato com nutrientes) e estender a etapa de maturacdo dos
embrides, mostrou um aumento da taxa de embrides normais e diminuicao da taxa de anormais, o
gue indica que a anormalidade, normalmente encontrada em ES de cacau, provavelmente se deve
a disturbios fisiolégicos resultantes da maturacdo incompleta, e ndo da variacdo somaclonal.

Ao comparar a embriogénese zigdtica de Theobroma cacao L. com a ES a partir de explantes
florais, Alemanno et al. (1997) observaram uma taxa de anormalidade de 80% nos embrides
somaticos de Theobroma cacao L. Andlises histoldgicas feitas em um estudo por Rodriguez-Lépez e
colaboradores (2010) revelaram deficiéncia em amido e proteinas de reserva, bem como um alto
teor de 4gua em comparacao com os embrides zigdticos. Dos nove marcadores SSR iniciais testados,
34,8% dos regenerantes exibem perfis genéticos distintos, enquanto nas folhas das arvores
progenitoras essa taxa é inferior a 1,2%. Também notaram que embriGes secundarios exibiram uma
menor taxa de variantes genéticas (23,3%) em comparagdo com os embrides primarios (37,6%),
contrastando com outros sistemas de multiplicagdo in vitro. Um estudo anterior em cacau
demonstrou a auséncia de mutagdes em embrides somaticos secundarios (Fang et al., 2009).

6.5 Aclimatizagao de plantas

Foram transferidas para o substrato seis plantas normais (Figuras 12A e 12B) provindas dos
meios controle e cinetina 0,5 mg L%, trés com a anormalidade de fusionamento de embrides (Figuras
12D e 12E) e trés apresentando deficiéncia de clorofila em algumas das folhas. Todas elas
apresentaram boa adaptagdo e desenvolvimento (100% de sobrevivéncia) no periodo de
acompanhamento na camara de crescimento tipo BOD e na casa de vegetacdo (Figuras 12C e 12F).
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Figura 12. Plantas de Theobroma cacao L., provindas de embriogénese somatica indireta, em fase de aclimatizagdo. (A
e B) Planta sem anormalidades sendo transferida para substrato. (C) Plantas na terceira semana de desenvolvimento
em camara de crescimento tipo BOD, com a base do copo “tampa” removida para menor retengao de umidade para
darinicio as regas a cada dois dias. (D e E) Planta anormal, provinda de fusionamento de dois embriGes sendo transferida
para substrato. (F) Mudas clone crescendo na casa de vegetacdo, as bases dos copos “tampas” foram removidas para
diminuir a humidade disponivel para as plantas e elas passaram a ser regadas a cada dois dias. Barras: 1 cm.

6.6 Analises morfoanatomicas e histoquimicas

A fim de melhor compreender os eventos morfogénicos envolvidos com a indugao da
calogénese e embriogénese somadtica (ES) de Theobrama cacao L. (cacaueiro) a partir de
estaminoides, foram conduzidas analises morfoanatomicas do explante inicial - estaminoide (antes
da inoculagdo no meio de indugdo de calos) (Figura 13), de diferentes formacgdes calogénicas,
(Figuras 14-16) e de embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento (Figuras 17 e
18). Realizaram-se também andlises histoquimicas dos materiais supracitados (Figura 19).

Conforme as analises, os estaminoides (Figura 13A) apresentam vesiculas de mucilagem
conspicuas distribuidas da sua base as proximidades do apice (Figura 13B), epiderme com tricomas
(Figuras 13A, 13B, 13B.2, 13B.3, e 13D), células parenquimdticas (Figuras 13B.3, 13C, e 13D) e
sistema vascular evidente, o qual se estende da base as proximidades do dpice do estaminoide
(Figuras 13B-13D). A descri¢do supracitada corrobora com o previamente descrito por Maximova et
al. (2002) e Rua et al. (2016). As células da epiderme, distribuidas ao longo de todo o explante,
apresentam nucleos grandes, geralmente um nucléolo, e grandes vacuolos preenchidos por
compostos fendlicos (Figuras 13B-13D). Ja as células parenquimaticas exibem formato
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predominantemente arredondado e vaculolos proeminentes; algumas exibiram compostos
fendlicos distribuidos aleatoriamente (Figuras 13B-13D).

Figura 13. Caracterizacdo morfoanatdomica de estaminoides usados como explantes para inducdo da embriogénese
somatica em Theobrama cacao L. (cacaueiro). (A) Estaminoide; notar tricomas (seta). (B) Sec¢do longitudinal do
estaminoide evidenciando conspicuas vesiculas de mucilagem. (B.1) Detalhe da base do estaminoide, ricaem compostos
fendlicos. (B.2) Detalhe dos feixes vasculares do estaminoide. (B.3) Detalhe do apice do estaminoide, com tricoma visivel
e camadas de células com compostos fendlicos. (C, D) Secgdes transversais do estaminoide; observar tricomas e células
da epiderme em maior magnificacdo em D. Barras: A, B =500 um; B.1-3 = 25 um; C = 100 um e D: 50 um. Abreviagdes:
est - estaminoide; cf - compostos fendlicos; ep - epiderme; fv - feixe vascular; muc - vesicula de mucilagem; pa - célula
parenquimatica; tr - tricoma.

Como ressaltado anteriormente, maior taxa de formacao de calos foi observada na regido
basal dos explantes (Tabelas 2-5). Salienta-se, contudo, que a estrutura anatémica ndo evidencia
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diferengas significativas nas caracteristicas morfoanatémicas das células observadas na base, na
regido central e no apice do explante (Figura 13), que justifiquem essa responsividade diferente.
Uma hipdtese para a maior responsividade na regido basal do explante é a proximidade dessa regido
com a base da planta, o que torna maior seu contato com hormonios vegetais que favorecem a
diferenciacdo celular. Todavia, observa-se uma quantidade aparentemente mais expressiva de
compostos fendlicos na regido apical do estaminoide (Figuras 13B e 13B.3), o que pode ser o fator
de inibicdo da responsividade desta regiao.

Apds 14 dias de cultivo em meio de inducdo de calos, verificaram-se trés tipos de calos sobre
o explante, em todos os tratamentos testados, com diferentes propor¢des. Os calos granulares,
formado por estruturas arredondas a filamentosas, foram distinguidos na anatomia, sendo os
granulares aqueles com formato arredondado, diminuto e com coloracdo variando entre branca e
bege (Figuras 14-16), e filamentosos, composto por células alongadas transltcidas, geralmente
associado ao calo granular (Figura 14). Também foram verificados os calos nodulares (caracterizado
por nddulos amarelados ou beges, com superficie enrugada e brilhosa) (Figuras 14-16). Como
previamente ressaltado, um uUnico estaminoide pode gerar mais de um tipo de calo. Essa
composicao variada é refletida também na variabilidade de tipos celulares identificados pelas
analises histoldgicas (Figuras 14-17).
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Figura 14. Caracterizacdo morfoanatémica de calos (filamentoso, granular e nodular) de Theobrama cacao L. (cacaueiro)
oriundos de estaminoide apds 14 dias de cultivo em meio de inducdo de calos. (A) Diferentes tipos de calos sobre um
Unico estaminoide (calo filamentoso em detalhe lateral, calo nodular apontado pela seta e granular). (B) Células
vacuoladas alongadas e arredondadas caracteristicas dos calos filamentosos e granulares, respectivamente. (B.1)



Células vacuoladas alongadas (calos filamentosos). (B.2) Células vacuoladas arredondadas em meio a células
citoplasmaticas ricas em compostos fendlicos (calos granulares). (B.3) Células com paredes celulares mais espessas e
com abundancia de compostos fendlicos (calo nodular). (C) Aglomerado de células com caracteristicas embriogénicas
em meio a células vacuoladas alongadas e arredondadas; notar compostos fendlicos esverdeados (seta). (C.1) Células
com caracteristicas embriogénicas em maior magnificagdo; observar célula pontilhada com nucleo central. Barras: A =
1 mm;B=250um e B.1-3=25 pm; C =200 um e C.1 =25 um. Abreviagdes: ce - célula embriogénica; cf - calo filamentoso;
cg - calo granular; cn - calo nodular; cva - célula vacuolada alongada; cvr - célula vacuolada rendonda; f - composto
fendlico; ze - zona embriogénica.

Os calos classificados como granulares (Figuras 14A e 15A) sdo formados por grupos de
células vacuoladas, algumas isoladas por paredes celulares aparentemente mais espessas (Figuras
14B, 14B.2, 14C, 15B, e 15B.3). Adicionalmente, apresentam, em meio as células vacuoladas, células
com caracteristicas embriogénicas (de cordo com Fehér (2005), células embriogénicas competentes
podem ser reconhecidas morfologicamente como pequenas, arredondadas, com muito citoplasma
e pequenos vacuolos), em grupos ou isoladas, e ricas em compostos fendlicos (Figuras 14B e 14C).
Essas células sdo caracterizadas por nucleos centrais com um Unico nucléolo evidente e vacuolos
fragmentados (Figuras 14B, 14B.2, 14C, e 14C.1). Algumas delas possuem um ou mais vacuolos com
dimensGes maiores, preenchidos com compostos fendlicos (Figuras 14B.2 e 14C.1). Geralmente,
associadas as células dos calos granulares, observaram-se também células alongadas e vacuoladas,
a grande maioria sem nucleos visiveis (Figuras 14B e 14B.1), células caracteristicas do calo
classificado como filamentoso (Figuras 14A e 15A).

Similar ao relatado neste trabalho, Maximova e colaboradores (2002) mencionaram, a partir
de 30 dias de cultivo de estaminoides de cacaueiro em meio de inducdo de calos, o surgimento de
agrupamentos de células arredondadas, com cerca de 40 um de didmetro, e de células alongadas.
Segundo esses autores, as células arredondadas foram associadas com a formacdo dos embrides
somaticos, e as alongadas ndo foram relacionadas com a ES. Essas observagées foram oriundas de
analises com Microscopia Eletrénica de Varredura. De acordo com as analises de microscopia de luz
realizadas aqui, as células alongadas provavelmente correspondem as células tipicas dos calos
filamentosos, as quais, por serem vacuoladas, ndo apresentam potencial embriogénico (Figuras 13B
e 13B.1). Enquanto aquelas arredondadas correspondem as células caracteristicas dos calos
granulares, os quais exibem além de células vacuoladas, células com caracteristicas embriogénicas
(Figuras 14B, 14B.2, 14C, e 14C.1), como acima detalhado.

Em meio aos calos supracitados, verificam-se estruturas nodulares em formacgao (Figuras
14A, 14B, 15A, e 15B). Alguns explantes foram totalmente cobertos por calos granulares e/ou
filamentosos, sem ou com brotagdes de estruturas nodulares (Figuras 14A e 15A). Ja outros
explantes apresentavam predominantemente aglomerados de calos nodulares, geralmente,
observados na regido basal do estaminoide (Figura 16A). Esses calos exibiam zonas de células com
caracteristicas embriogénicas (nucleos evidentes com um unico nucléolo proeminente, com
vacuolos de pequenas dimensdes ou com um ou dois vacuolos com dimensdes maiores) envolvidas
por células vacuoladas (Figuras 14B, 15B, 15B.1, 16B, 16B.1, e 16C). Células com caracteristicas
embriogénicas similares foram descritas por Alemmano e colaboradores (1996) em calos nodulares
oriundos de estaminoides cacaueiro.
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Figura 15. Caracterizacdo morfoanatémica de calos (filamentoso, granular e nodular) de Theobrama cacao L. (cacaueiro)
oriundos de estaminoide apds 14 dias de cultivo em meio de inducdo de calos. (A) Diferentes tipos de calos sobre um
Unico estaminoide (calo filamentoso, nodular e granular - detalhe lateral). (B) Diferentes tipos celulares. (B.1) Células
embriogénicas observadas em calos nodulares. (B.2) Células com paredes celulares espessas. (B.3) Células vacuoladas
arredondadas. (C) Multiplicacdo de células meristematicas para fora do explante e de proembriGes (pontilhado) para
dentro do explante; seta indicando a epiderme do explante rica em compostos fendlicos. (D) Detalhe do proembrido
referente a letra C. Barras: A=1mm; B =250 um, B.1, 3 =25 um, B.2 = 100 um; C =50 um; D = 25 um. AbreviacGes: ce
- célula embriogénica; cf - calo filamentoso; cg - calo granular; cm - célula meristematica; cn - calo nodular; cv - célula
vacuolada; f - compostos fendlicos; pe - proembrido.

Alguns nédulos apresentam células vacuoladas desprendendo-se da regido periférica, em
meio a compostos fendlicos. Algumas delas envolvidas com mucilagem. As zonas embriogénicas
foram observadas na regido central ou na periferia dos calos nodulares (Figuras 14B, 15B e 16B).
Dada a natureza embriogénica das células observadas nos calos granulares e dos calos nodulares,
bem como a visualizagdo posterior do surgimento de embrides somaticos a partir desses tipos calos
(nodular isolado e do nodular e granular associados), eles foram considerados como embriogénicos.
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Em adicdo, observaram-se, nas bordas de calos nodulares ou dispersas mais internamente
nos explantes, células com vacuolos ricos em compostos fendlicos, paredes celulares mais espessas
e, aquelas que exibiam nucleos, apresentavam um unico nucléolo (Figuras 14B, 14B.3, 15B, e 15B.2).
Verificou-se também a formacao de zonas meristematicas nas adjacéncias da epiderme do explante
(Figuras 15C e 18B) e nas laterais dos feixes vasculares (Figura 16B).

Massas de células embriogénicas oriundas dos calos nodulares apresentavam sinais de
isolamento — espessamento, das quais certamente originariam embrides somaticos globulares
(Figuras 16C e 16D), o que caracteriza a origem multicelular. Kononowicz et al. (1984) também
mencionaram a formacdo de estruturas nodulares a partir de tecidos cotiledonares de cacaueiro.
Tais autores relataram a ocorréncia de linhas de fragmentacdo, aparentemente formadas por
paredes celulares mais espessas. A partir de alguns desses aglomerados de células classificadas
como meristematicas, verificou-se a formacdo de embrides somaticos. Similarmente, Alemanno et
al. (1996) e Maximova et al. (2002) reportaram a formacdo de embrides somaticos primarios de
cacaueiro a partir da fragmentacdo de massas embriogénicos oriundas de estaminoides,
caracterizando origem multicelular.
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de estaminoides apds 15 dias de cultivo em meio de indugdo de calos. (A) Estaminoide com aglomerado de calos
nodulares; observar calo granular abaixo dos calos nodulares. (B) Seccdo anatdomica do explante apresentado na letra
A; notar calos nodulares e multiplicacdo de células meristematicas nas adjacéncias dos feixes vasculares. Seta indicando
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epiderme do estaminoide. (B.1) Calos nodulares com zonas embriogénicas. (B.2) Proembrides localizados internamente
no estaminoide. (B.3) Proembrides localizados externamente ao estaminoide. (C) e (D) Zonas embriogénicas com sinais
de fragmentagdo (setas). Barras: A=1 mm; B=250 um, B.1, 2 =25 um e B.3 =50 um; C =200 um; D = 50 um. Abreviagdes:
ce - célula embriogénica; cg - calo granular; cm - células meristemdticas; cn - calo nodular; est - estaminoide; f -
compostos fendlicos; fv - feixe vascular; me - massa embriogénica; pe — proembrido; mu — mucilagem, ze - zona
embriogénica.

Adicionalmente, observaram-se, neste trabalho, a formacado de proembrides, os quais foram
visualizados imediatamente abaixo da epiderme (Figuras 15C e 15D), na parte central dos explantes
(em meio a mucilagem) e na periferia de aglomerados de células vacuoladas arredondadas (Figuras
16B, 16B.2, e 16B.3). Os proembrides consistem em grupos de células indiferenciadas que ainda ndo
adquiriram caracteristicas especificas de tecidos ou 6rgdos. Com o tempo e sob condicbes
adequadas de cultura, ele pode se desenvolver em um embrido vegetal completo capaz de gerar
uma planta adulta.

Provavelmente, tais proembrides, indicativos de origem unicelular, sdo oriundos da divisdo
de células com paredes celulares nitidamente mais espessas (Figuras 14B, 14B.3, 15B, e 15B.2), as
guais também podem ser classificadas como embriogénicas. Proembrides oriundos de estaminoides
de cacaueiro também foram mencionados por Alemanno et al. (1996). Esses autores relataram que
essas estruturas falharam no desenvolvimento de embrides somaticos, concomitantemente com a
acumulacdo de compostos fendlicos e vacuolizacdo. De acordo com esses autores, isso ocorreu,
provavelmente, em funcdo da inadequacdo do meio de cultivo. Indicios de ocorréncia das duas vias
(unicelular e multicelular) também tém sido relatados em outras espécies, como em Bactris
gasipaes (Almeida et al., 2012) e Syagrus oleracea (Silva-Cardoso et al., 2019b).

Apds quatro semanas em meio de multiplicacgo (MMD), dois comportamentos
caracteristicos foram notados: i) a continua proliferacdo de calos granulares brancos, sem sinais de
escurecimento (oxida¢do), naqueles explantes inicialmente cultivados em meios com meta-Topolina
como regulador de crescimento (Figura 17A) e ii) escurecimento expressivo de calos nodulares
associados ou ndao a massas calogénicas granulares (Figura 17C), além de aquisicdio de uma
consisténcia mucilaginosa (hidratada).

Os calos granulares, com coloragdo branca ou bege (Figura 17A), sdo formados
predominantemente por células vacuoladas (Figura 17B), e, portanto, foram classificados como
desprovidos de potencial embriogénico, quando foi desenvolvido somente esse tipo de calo no
explante, sem o acompanhamento de calos nodulares. Todavia, condi¢Ges especificas de cultivo,
como o uso de meta-Topolina como regulador de crescimento, provavelmente, favoreceram a
proliferacao de células vacuoladas em detrimento das embriogénicas. Diversos estudos mostraram
0 sucesso no uso da meta-Topolina na cultura de tecidos vegetais, contudo, os impactos negativos
em relagdo ao crescimento, enraizamento e adapta¢ao a determinadas espécies que apresentam
recalcitrancia, bem como a inducdo de outros disturbios fisiolégicos, também foram observados
(Aremu et al., 2012).
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Figura 17. Caracterizacdo morfoanatdmica de calos (granular e nodular) de Theobrama cacao L. (cacaueiro) oriundos
de estaminoides, apods seis semanas de cultivo. (A) Calo granular sem sinais de escurecimento. (B) Secgdo anatdémica do
calo apresentado na letra A, rico em células vacuoladas. (C) Calos nodulares associados a calos granulares com
escurecimento expressivo. (D) Sec¢do anatémica do calo apresentado na letra C; observar células com paredes espessas
(setas). (D.1) Célula com caracteristicas embriogénicas; notar espessamento da parede celular. Barras: A,C=1mm; B=
200 pm; D =500 um e D.1 = 25 um. Abrevia¢Ges: cg - calo granular; cn - calo nodular e cv - células vacuoladas.

J4 os calos com escurecimento expressivo (Figura 17C) apresentavam tanto células
vacuoladas quanto células embriogénicas (Figuras 17D e 17D.1), essas ultimas observadas em
menor proporc¢ao e localizadas, principalmente, nas proximidades das regides nodulares. Essas
células que mantiveram as caracteristicas embriogénicas, geralmente, apresentavam um
espessamento notavel das suas paredes celulares. Células vacuoladas com paredes espessas €
conteudo citoplasmatico reduzido, também foram observadas (Figura 17D).

O escurecimento dos calos foi positivamente associado com a formacdao de embrides
somaticos, o que corrobora com o previamente mencionado em Theobrama cacao L. (Garcia et al.,
2016; Rua et al., 2016) e em outras espécies (Liu et al., 2015; Sousa et al., 2022). T. cacao, por se
tratar de uma espécie lenhosa, naturalmente apresenta uma liberacdo expressiva de compostos
fendlicos, com varios relatos da ocorréncia do escurecimento (oxidacdo desses compostos) dos
calos obtidos durante o processo embriogénico (Garcia et al., 2016; Rua et al., 2016; Bustamia;
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Werbrouck, 2017; Modeste et al., 2017). Silva-Cardoso et al. (2019b), que também reportaram o
envolvimento de compostos fendlicos com a ES numa palmeira (Syagrus oleracea), levantaram duas
possiveis hipdteses para explicar sua participacdo no processo embriogénicos: i) que tais compostos
exercem uma funcdo de protecdo as condicBes estressantes in vitro e ii) possivel participacdo no
metabolismo da auxina. Estudos bioquimicos e moleculares devem ser executados para elucidacdo
do papel dos compostos fendlicos e dos produtos da sua oxida¢do na ES na espécie.

Similar ao retratado neste trabalho, Rua et al. (2016) mencionaram a ocorréncia de trés tipos
de calos morfologicamente distintos oriundos de estaminoides de cacaueiro, apds 45 dias de cultivo:
calo composto por células brancas-vitreas, redondas e translucidas (similar ao calo granular branco
e calo filamentoso branco) e calo granular ceroso amarronzado (similar ao calo oxidado
supramencionado). Esse ultimo foi considerado embriogénico, o que corrobora com os resultados
obtidos aqui.

Apds duas semanas de cultivo em meio de desenvolvimento de embrides (MDE), foi
observado o surgimento de embrides somaticos a partir de explantes compostos por calos
nodulares (Figura 18A). Foram visualizados embrides somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento (Figura 18A — detalhe lateral). As seccdes anatdmicas evidenciaram embrides
somaticos globulares, com protoderme em formacdo (Figuras 18B e 18B.1), bem como embrides
somaticos em estagio similar ao torpedo (Figura 18C). Andlises histoquimicas ndo evidenciaram a
presenca de grdos de amido nos embrides analisados, todavia indicaram a presenca de resquicios
proteicos, via uso do corante Xilidine Ponceau, em células localizadas na regido central de embriGes
somaticos globulares (Figuras 18B e 18B.2).
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Figura 18. Caracterizacdo morfoanatomica de embriGes somaticos de Theobrama cacao L. (cacaueiro) oriundos de
estaminoide. (A) Estaminoide com as regides basal e central cobertas por calos nodulares associados com calos
granulares e com um agrupamento de embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento. (B) Seccdo
anatomica do explante apresentado na letra A, com embrides somaticos globulares; notar proliferacdo de células
meristematicas subepidérmicas (seta), calo nodular e calo granular. (B.1) Embrido somatico globular em maior
magnificacdo; notar protoderme em formacgdo (pontilhado). (B.2) Resquicios de proteina, corados com Xylidine
Ponceau, observados em células centrais de embrido somatico globular. (C) EmbriGes somaticos em estagio similar ao
torpedo. Barras: A=1mm; B =100 um, B.1= 50 um e B.2 = 12,5 um; C = 100 um. AbreviacGes: cg - calo granular; cm -
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células meristematicas; cn - calo nodular; es - embriGes somaticos; ep — epiderme, esc - embrido somatico em estagio
cordiforme; esg - embrido somatico globular; est - embrido somatico em estagio torpedo e pt - protoderme.

Embrides somaticos cotiledonares também foram analisados em termos morfoanatomicos
e histoquimicos (Figura 19). Segundo as analises, tais embrides apresentam todos os meristemas
primarios, protoderme (Figuras 19B e 19B.4), procambio (Figuras 19B e 19B.2), meristema apical
caulinar (Figuras 19B e 19B.1) e radicular (Figuras 19B e 19B.3), tipicos de embrides zigéticos.
Ademais, uma barreira fendlica conspicua também foi observada na epiderme e células
subepidérmicas (Figuras 19B e 19B.4). Cerri et al. (2019) identificaram entre 5 e 6 camadas externas
de polifendis em embriGes zigdticos de cacaueiro. De acordo com Rua et al. (2016), a localizacdo
periférica da camada de compostos fendlicos em embrides somaticos de cacaueiro mimetiza o
padrdo observado em embrides zigbticos da espécie e pode ser um indicativo de capacidade
regenerativa. Conforme tais autores, o acumulo desses compostos em embrides zigdticos assume o
papel de protecdo contra patdgenos, configurando-se como uma primeira barreira de defesa.

As andlises histoquimicas ndo identificaram a presenca de amido, contudo revelaram a
presenca de alguns resquicios de reservas proteicas nas células do meristema fundamental (Figuras
19B e 19B.5), diferentemente do relatado por Alemanno et al. (1996), que verificaram quantidades
irrisérias de amido em embriGes somaticos de cacaueiro, e por Rua et al. (2016), que identificaram
alto conteudo proteico em embrides somaticos da espécie.

E importante enfatizar que embora indicios de origem multicelular e unicelular de embrides
somaticos tenham sido observados, os cortes anatomicos das amostras dos embriGes somaticos
analisados ndo permitiram identificar a origem em questdo. Porém, em fun¢do da predominancia
de calos nodulares (onde visualizou-se fragmentacdoes e consequente formacdo de massas
embriogénicas) e da observagao do surgimento de embriGes somaticos a partir desses calos, supde-
se que a origem multicelular predominou neste sistema.
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Figura 19. Caracterizacdo morfoanatomica de embrido somatico cotiledonar de Theobrama cacao L. (cacaueiro) oriundo
de estaminoide. (A) Embrido cotiledonar. (B) Sec¢do anatémica longitudinal do embrido apresentado na letra A. (B.1)
Detalhe do meristema apical caulinar. (B.2) Detalhe do corddo procambial; notar elemento de vaso. (B.3) Detalhe do
meristema apical radicular. (B.4) Camada fendlica na periferia do embrido somatico. (B.5) Resquicios de proteina,
corados com Xylidine Ponceau, observados em células de embrido somatico cotiledonar. Barras: A = 500 um; B = 250
um e B.1-5 = 25 um. Abreviag¢ses: cf - compostos fendlicos; ep - epiderme; ev - elemento de vaso; mac - meristema
apical caulinar; mpr - meristema apical radicular e pc - procambio.

As analises histoquimicas revelaram a presenca de graos de amido (corados com reagentes
Periodic Acid Shiff e Lugol) na maioria dos tipos de células analisadas (células vacuoladas dos calos
granulares iniciais e tardios — Figuras 20A e 20B; células com paredes espessas, provaveis
precursoras de proembrides — Figuras 8D e 8E; células dos proembrides — Figuras 8F e 8G).
Entretanto, graos de amido ndo foram visualizados nas células embriogénicas observadas nos calos
nodulares (Figuras 8J e 8K).
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Figura 20. Caracterizac¢do histoquimica dos tipos celulares envolvidos na calogénese de Theobrama cacao L. (cacaueiro)
oriunda de estaminoide visando a embriogénese somatica (A, D, G, ] — sec¢des coradas com Periodic Acid Shiff; B, E, H
— secgdes coradas com Lugol e C, F, I, K — sec¢Bes coradas com Xilidine Ponceau). (A, B) Grdos de amido (setas)
identificados em células vacuoladas de calos granulares. (C) Resquicios de proteinas em células vacuoladas dos calos
granulares. (D, E) Grdos de amido (setas) identificados em células com paredes espessas (setas). (F) Reserva proteica
em células com paredes espessas (setas). (G, H) Graos de amido (setas) identificados em proembrides. (I) Resquicios de
proteinas em proembrides. (J) Grdos de amido (seta) visualizados em células vacuoladas adjacentes as células
embriogénicas localizadas no interior de calo nodular. (K) Reserva proteica em vacuolos de células embriogénicas
localizadas no interior de calo nodular. Barras = 25 um. AbreviagGes: cf - compostos fendlicos; cn - calo nodular e pe -
proembrido.

A presenca de grdos de amido em proembrides de cacaueiro também foi reportada por
Alemanno et al. (1996) e, provavelmente, funciona como suporte energético para as divisdes
celulares. Quanto aos embrides somdaticos, como anteriormente mencionado, graos de amido ndo
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foram verificados nos embrides somaticos. A presenca de conteudo polissacaridico na maioria dos
tipos celulares indicam um papel importante na ES de cacaueiro no metabolismo de carboidrato e
metabolismo energético, como reportado por Noah et al. (2013).

Quanto as reservas proteicas, essas foram constatadas, mediante uso do corante Xilidine
Ponceau, em quantidades irrisdrias em algumas células vacuoladas tipicas dos calos granulares
(Figura 20C), no interior de alguns proembrides (Figura 20l), no vacuolo de células embriogénicas
localizadas no interior dos nddulos embriogénicos (Figura 20K) e, como anteriormente descrito, nos
embrides somaticos obtidos (Figuras 18B.2 e 19B.5). Algumas das células com paredes espessas,
provaveis precursoras de proembrides, apresentaram quantidades mais significativas de proteinas
(Figura 20l). A presenca de reserva proteica em células embriogénicas de nddulos de cacaueiro
também foi mencionada por Maximova et al. (2002). Tais reservas, provavelmente, configuram-se
como fontes de energia necessarias as divisdes celulares.

Diferentemente do observado nos embrides somaticos obtidos, embrides zigdticos maduros
(cotiledonares) de cacaueiro sdo ricos em reservas, como amido e proteinas (Rangel-Fajardo et al.,
2012; Cerri et al., 2019). A auséncia de reservas em embrides somaticos tem sido relatada em T.
cacao (Alemanno et al., 1997; Niemenak et al., 2015) e tem sido associada, em diferentes espécies,
a uma etapa de maturacao ineficiente (Pinto et al., 2010; Silva-Cardoso et al., 2019a; Martins et al.,
2022). Diferentes estratégias, como adicdo de fontes de carbono (Kononowicz; Janick, 1984), acido
abscisico (Alemanno et al., 1997) e Polietilenoglicol - PEG (Cruz et al., 2022), podem ser adotadas
para o incremento dessas reservas e a melhoria da qualidade da germinacdo e das plantas obtidas.

Em resumo, este estudo oferece uma andlise abrangente das caracteristicas anatomicas e
histoquimicas dos estaminoides, calos granulares e nodulares, bem como dos embrides somaticos
do cacaueiro. Os estaminoides demonstraram caracteristicas como a presenca de mucilagem,
tricomas, células parenquimaticas e um sistema vascular bem desenvolvido. A concentragao mais
elevada de mucilagem e menos elevada de compostos fendlicos na regido basal dos estaminoides
sugere uma influéncia na maior responsividade desta regido. Os calos granulares e nodulares
exibiram morfologias distintas, com células vacuoladas e células com potencial embriogénico. Os
embrides somaticos do cacaueiro demonstraram caracteristicas anatdémicas semelhantes aos
embrides zigdticos, embora exibissem uma barreira fendlica na epiderme e células subepidérmicas
e falta de graos de amido e reservas proteicas, indicando uma maturacdo potencialmente menos
eficiente.
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7. Conclusoes

Em suma, para a espécie estudada, Theobroma cacao L., foi constatada uma notavel
especificidade genotipica em resposta a embriogénese somatica (ES). Durante o experimento, ficou
evidente que o protocolo base (controle) de Li et al. (1998) se mostrou mais eficaz no gendtipo '754',
resultando em uma taxa de desenvolvimento superior de calos nodulares e embrides somaticos.
Portanto, o uso de cinetina e meta-Topolina ndo se revelou favoravel para a ES no cacau nesse
protocolo.

A andlise anatomica dos estaminoides revelou caracteristicas como vesiculas de mucilagem,
epiderme com tricomas, células parenquimdticas e um unico feixe vascular. Além disso, foi
observado que a regido basal do estaminoide apresenta maior responsividade a calogénese. Em
analise histoquimica percebeu-se maior concentracdo de mucilagem e a menor concentracdo de
compostos fendlicos na regido basal do explante em comparag¢do com o meio e o dpice, o que sugere
uma influéncia na maior responsividade da regido basal. Outra hipdtese é de que essa regido tem
maior acesso aos hormonios vegetais oriundos da planta por estar mais perto do recertaculo.

Foram identificados e diferenciados trés tipos de calos: filamentoso (células vacuoladas
longas, misturados aos calos granulares), granular (com formato de granulos ou pequenos
filamentos com tamanho de + 0.1 mm) e nodular (com estrutura compacta e superficie rugosa com
tamanho de + 1.5 mm), cada um com suas caracteristicas distintas. A analise anatémica dos calos
filamentosos mostrou que eles sdo células alongadas e vacuoladas, sem potencial embriogénico. J3,
as granulares revelaram que eles sdo compostos por grupos de células vacuoladas, algumas isoladas
por paredes celulares aparentemente mais espessas, e apresentam células com caracteristicas
embriogénicas ricas em compostos fendlicos. Por sua vez, os calos nodulares se caracterizaram por
nodulos amarelados ou beges, com superficie enrugada e brilhosa, envolvendo zonas de células com
caracteristicas embriogénicas.

Surpreendentemente, a oxidagdo dos calos ndao teve um impacto negativo na formacgao de
embrides e esteve mais presente no tratamento mais responsivo (meio controle, gendtipo '754').
As hipoteses levantadas sugerem que a oxidagao pode ter uma fungao de protecao as condigdes
estressantes in vitro e/ou uma possivel participacdo no metabolismo de auxinas. Porém estudos
bioquimicos e moleculares sdo necessdrios para melhor elucidagdo dessa interacgao.

Os embrides somaticos apresentaram cor branca leitosa a translucida, podendo surgir
individualmente ou em grupos, e na fase torpedo, destacavam-se do tecido calogénico. Quando
analisados morfoanatomicamente, os embrides somaticos apresentaram todos os meristemas
primarios tipicos de embrides zigdticos. Em analise histoquimica, observou-se a presenca de uma
barreira fendlica na epiderme e células subepidérmicas dos embrides somaticos e presenga de
alguns resquicios de reservas proteicas nas células do meristema fundamental, porém nao se
identificou a presenca de amido. No entanto, é importante notar que embrides somaticos
apresentaram uma deficiéncia desses compostos em comparag¢ao com os embrides zigdticos, o que
tem sido observado em diferentes espécies e estd relacionado a uma etapa de maturagao
ineficiente.

Ja na fase de regeneracao, foi observada uma alta taxa de anormalidades, incluindo folhas
com coloragdo rosada, fusionadas, com deficiéncia de clorofila, pequenas, grossas e/ou enrugadas,
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além de problemas no desenvolvimento da raiz, embriogénese secundaria, estagnacdo no
desenvolvimento do embrido e oxidacdo total do embrido apds o inicio do desenvolvimento foliar.
Devido a vasta ocorréncia de anormalidades, a taxa de regeneracdo de plantas foi relativamente
baixa, no entanto, todas as plantas em fase de aclimatizacdo demonstraram uma boa adaptacdo e
desenvolvimento durante o periodo de acompanhamento na cdmara de crescimento tipo BOD e na
casa de vegetacao.

Por fim, esses resultados contribuem para uma compreensao mais profunda dos processos
de embriogénese somatica no cacaueiro e fornecem insights valiosos para futuras pesquisas nesta

area.
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