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RESUMO GERAL

O Brasil abriga um dos maiores Bancos de Germoplasma de cacaueiro do mundo,
com mais de 4.500 acessos conservados em campo. No entanto, esses acessos estdo
ameacados por condi¢des ambientais adversas. Este estudo teve como um dos objetivos
avaliar estratégias de conservacao ex situ de cacaueiros por meio da criopreservagdo de
calos a partir de diferentes acessos, tipos de explantes e métodos de criopreservagdo. Num
segundo momento, o trabalho se propds a avaliar o efeito genotipico de 24 gendtipos de
cacaueiros quanto a inducdo da embriogénese somatica e regeneracdo de plantas. No
primeiro experimento, acessos comerciais (CCN-51, CEPEC 2002 e PH 16) e nédo
comerciais (752 e 762) foram estudados, utilizando explantes de estaminddios inteiros e
a parte basal dos estaminddios. Analisaram-se pré-tratamentos de criopreservacdo, como
pré-cultivo em sacarose e tempos de imersdo em solugdes de vitrificagdo (PVS2) e
técnicas como vitrificacdo, droplet vitrification e slow cooling. O potencial embriogénico
e reacOes adversas também foram avaliados. Os resultados mostraram que, no pré-cultivo
em sacarose, 0s genétipos comerciais apresentaram altas taxas de sobrevivéncia de calos,
com destaque para CCN-51 e CEPEC 2002, que atingiram 100%. Na imersdao em loading
solution, o gendtipo 752 obteve 100% de formacéo de calos em tempos de imersédo mais
longos. Nos experimentos de imersdo em PVS2 e nitrogénio liquido (NL), observou-se
uma reducdo significativa na viabilidade de calos, especialmente em explantes oriundos
de partes basais. Na droplet vitrification, foram encontrados mais calos com células
embriogénicas, embora houvesse a presenca de oxidacdo em grande parte das amostras.
No segundo experimento, foram avaliados 24 genétipos quanto a embriogénese somatica.
A andlise fenotipica revelou variacoes de coloracao nos botdes florais e estaminodios. A
formacdo de calos variou significativamente entre os gendtipos, com destaque para
aqueles que apresentaram calos granulares e nodulares. Apos 35 dias, observou-se
formacdo de embriGes somaticos, que se desenvolveram principalmente na base dos
estaminddios. O genotipo 4025 M153 se destacou com 330 embrides formados, porém,
muitos embriGes apresentaram ma formacdo, necessitando de ajustes nos protocolos.
Conclui-se que a criopreservacdo em ultrabaixas temperaturas manteve a viabilidade dos
calos, mas futuras otimizacdes sdo necessarias. A embriogénese somatica também
revelou variaces genotipicas, sugerindo que ajustes nos protocolos podem melhorar a
regeneracdo de plantas completas.

Palavras-chave: Calogénese, Embriogénese somatica, Germoplasma, Crioconservacao.



16

Abstract

Brazil hosts one of the largest cacao germplasm banks in the world, with over
4,500 accessions conserved in the field. However, these accessions are threatened by
adverse environmental conditions. One of the aims of this study was to evaluate ex situ
conservation strategies for cacao through the cryopreservation of calli from different
accessions, explant types, and cryopreservation methods. Additionally, the study aimed
to assess the genotypic effect of 24 cacao genotypes on the induction of somatic
embryogenesis and plant regeneration. In the first experiment, commercial (CCN-51,
CEPEC 2002, and PH 16) and non-commercial accessions (752 and 762) were studied,
using whole staminode explants and basal staminode parts. Pre-cryopreservation
treatments, such as pre-culturing in sucrose and immersion times in vitrification solutions
(PVS2), as well as vitrification techniques, droplet vitrification, and slow cooling, were
analyzed. Embryogenic potential and adverse reactions were also evaluated. The results
showed that the commercial genotypes exhibited high callus survival rates in sucrose pre-
culture, with CCN-51 and CEPEC 2002 achieving 100%. Genotype 752 obtained 100%
callus formation with longer immersion times in the loading solution immersion. In the
PVS2 and liquid nitrogen (LN) immersion experiments, a significant reduction in callus
viability was observed, especially in explants from basal parts. In droplet vitrification,
more calli with embryogenic cells were found, although oxidation was present in a large
portion of the samples. In the second experiment, 24 genotypes were evaluated for
somatic embryogenesis. Phenotypic analysis revealed variations in the coloration of floral
buds and staminodes. Callus formation varied significantly among genotypes, with
granular and nodular calli standing out. After 35 days, somatic embryos were observed,
primarily developing at the base of the staminodes. Genotype 4025 M153 stood out with
330 embryos formed; however, many embryos showed malformation, requiring protocol

adjustments.

Keywords: Callogenesis, somatic embryogenesis, Germplasm, Cryoconservation.
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1  INTRODUCAO GERAL

Theobroma cacao, também conhecido como cacaueiro, faz parte da familia
Malvaceae (Shen et al., 2020) e possui em torno de 22 espécies em seu género (Souza;
Venturieri, 2010). Como cultura comercial, o cacaueiro é cultivado para a exploracdo dos
seus frutos, em que suas sementes sdo usadas na fabricacdo de chocolate, manteiga de
cacau e cosméticos (Mustiga et al., 2018), mas também pode ser inserido facilmente na
alimentacédo na forma de cacau em p6 e polpa de cacau. Ele pode ser encontrado em paises
com clima tropical, quente e Umido, e seus principais produtores mundiais localizam-se
ao longo da linha do Equador, na Africa, América, Asia e Oceania (KPMG et al., 2012).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2022), a
producdo de cacau em 2022 chegou a 273.873 toneladas em todo pais. Os maiores
produtores sdo os estados do Para e da Bahia, correspondendo por 93% da producéo
nacional, com estimativas de producdo de 144.200 toneladas e 106.000 toneladas,
respectivamente (Sociedade Nacional de Agricultura, 2021). Atualmente, o Brasil € o
sétimo maior produtor, responsavel por 4,6% da producdo mundial, ficando atras da Costa
do Marfim (39,0%), Gana (14,5%), Indonésia (14,0%), Nigeria (6,3%), Equador (5,1%)
e Camardes (5,0%), que reunem mais de 88% da producdo mundial (FAOSTAT et al.,
2020).

E crescente a demanda do mercado pela améndoa de cacau de qualidade e com
caracteristicas diferenciadas de sabor e aroma, 0s quais surgem com as especificidades
do local de ocorréncia e da forma de beneficiamento (Siviero; Macedo; Moreira, 2022).
No entanto, alguns fatores podem comprometer a produtividade, com a ocorréncia de
pragas, doencas, envelhecimento dos pomares, alto custo dos insumos, uso de produtos
de baixa qualidade, material vegetal, além de técnicas agronémicas inadequadas (Daouda
etal., 2021).

De acordo com International Cocoa Organization - ICCO (2022), no Gltimo ano,
alguns desses fatores ocasionaram a diminuicdo mundial de producéo estimada em 8,0%,
totalizando mais de 4,8 milhdes de toneladas, sendo a Africa uma das mais impactadas,
com queda de 11,3% (3,594 milhdes de toneladas). Ja nas Américas, bem como na Asia
e Oceania, a queda da producdo agricola de cacau foi estimada em 3,2% (963.000
toneladas) e 4,7% (266.000 toneladas), respectivamente.

No cultivo do cacaueiro, a producdo de mudas é comumente realizada através da

propagacdo por sementes seguida de enxertia. Porém, as sementes de cacau sao
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recalcitrantes e enfrentam desafios significativos durante o armazenamento,
principalmente devido a alta vulnerabilidade & perda de &gua, a ataques de
microrganismos e a possibilidade de germinacdo durante o armazenamento (Ramos,
2002).

E relevante salientar que a grande parte dos paises produtores emprega como
porta-enxerto mudas cultivadas a partir de sementes de polinizacdo aberta (Sodré; Gomes,
2019). A reproducéo da planta, envolve caracteristicas sexuadas e também de polinizacéo
cruzada (alogamia), impedindo a obtengdo homogénea do material melhorado (Daouda
et al., 2019). Em consequéncia disso, aliado ao lancamento de novos materiais, muitos
dos quais resistentes a doengas, a demanda por mudas propagadas vegetativamente tem
aumentado consideravelmente (Sodré; Gomes, 2019).

A propagacéo assexuada se tornou uma importante alternativa para a cultura, pois
apresenta muitas vantagens como: producdo de mudas com caracteristicas agronémicas
superiores, propagacéo a partir de plantas matrizes viaveis com uniformidade genotipica
e fenotipica e geracdo de um maior numero de plantas em menor tempo (Fachinello;
Hoffmann; Nachtigal, 2005; Reis et al., 2008), a obtencéo de plantas livres de patdgenos
(Silva, 2016), otimizacdo de fatores nutricionais e ambientais controlados, além de
possibilitar a conservacgdo de gendtipos selecionados (Ramirez; Hajduk; Trujillo, 2022).

Uma dessas técnicas de propagacéo clonal in vitro € a embriogénese somatica.
Ela, consiste em um processo pelo qual as células soméaticas mudam seu caminho de
desenvolvimento, tornando-se totipotentes e, a partir de uma unica célula ou grupos de
células, é possivel que se origine uma planta completa, pela formacdo de embrides
somaticos, por via direta ou indireta (Elhiti; Stasolla, 2011).

Em cacaueiro, a técnica consiste inicialmente na inducdo de embrides somaticos
primarios, geralmente, a partir de explantes florais, como pétalas e estaminddios e
mediante a suplementacdo do meio de cultivo com a auxina acido-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (Li et al., 1998, Maximova et al., 2002) e citocininas (Li et al., 1998) como
reguladores de crescimento indutores do processo. No entanto, muitos gendtipos de
cacaueiro sdo recalcitrantes a embriogénese somatica (Minyaka et al., 2008), sendo
importante a realizacdo de levantamentos dessa recalcitrancia e desenvolvimento de
novos protocolos (Daouda et al., 2021). Essa rota de propagacdo, além de possibilitar a
multiplicacdo clonal em larga escala, pratica ja adotada por grandes empresas produtoras

de cacaueiro, como a Nestlé (Guillou et al., 2018), também permite a geracdo de
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materiais, como calos e embriGes somaticos, que podem ser direcionados para a
conservagao de recursos genéticos.

A embriogénese somatica desempenha também um importante papel na
transformacdo genética, entretanto a variabilidade genotipica acaba se tornando um fator
relevante para esse processo, uma vez que ela pode comprometer o0 sucesso da
regeneracdo pos transformacdo (Fehér, 2005). Em cacaueiro, h& alguns protocolos
disponiveis de transformacédo genética que utilizam a rota da embriogénese somatica para
regeneracdo dos transformantes (Jones et al., 2022).

Estudos sobre a diversidade genética de acessos de cacaueiro, sejam eles para
populacdes naturais, domesticadas ou geneticamente melhoradas, geram informacdes
importantes e Uteis para o planejamento, manutencdo e avaliacdes das colecbes de
germoplasma ligados aos programas de melhoramento (Faleiro et al., 2004).

Varios programas de melhoramento do cacaueiro, em diferentes centros de
pesquisa ao redor do mundo tém disponibilizado uma quantidade expressiva de gendtipo
melhorados (Ofori; Arthur; Padi, 2019; Duval et al., 2017). Todavia 0 aproveitamento
desse germoplasma disponivel depende de métodos eficientes de conservacao e clonagem
massal (Ramirez; Hajduk; Trujillo, 2022).

Para a manutencdo desses gendtipos por longos periodos, a conservacao in vitro
configura-se como uma alternativa, que, além de reduzir o risco de contaminacédo e do
surgimento de variacdo somaclonal, permite a preservacdo de grandes cole¢des em um
espaco fisico reduzido (Sa et al., 2021). Esse método, reduz custos, diminui a necessidade
de mao-de-obra e facilita o intercambio do material vegetal genética fora do ambiente
controlado.

Recursos genéticos podem ser conservados in vitro mediante a técnica do
crescimento lento, que reduz o desenvolvimento das plantas e 0 metabolismo do tecido
vegetal, aumentando os intervalos entre os subcultivos e mantendo o alto padrdo genético
(Kaminska et al., 2016). Outra opc¢do ¢ a criopreservacdo (Monisha et al., 2019; Pence;
Bruns, 2022) que conserva o material genético em temperatura ultrabaixa, em geral, -196°
C (nitrogénio liquido).

A criopreservacdo possibilita a conservacdo por longo prazo devido a reducédo das
atividades metabolicas e dos processos bioguimicos das células (Aradjo et al., 2019),

contudo requer reestabelecimento do material vegetal sob condigdes in vitro.
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Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para
criopreservacao de calos de acessos de cacaueiro (Theobroma cacao L.). Em um segundo
momento, buscou-se avaliar as respostas a inducdo da embriogénese somatica e a

regeneracdo de plantas de multiplos acessos de cacaueiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 InformacBes geogréaficas, centro de origem e dispersdo de cacaueiro
(Theobroma cacao L.)

O cultivo de cacaueiros (Theobroma cacao L.), motivado principalmente pelo
interesse comercial em suas sementes, o tornou uma das principais commodities na Africa
(69,9%), seguida pela Américas (17, 3%), Asia (12,1%) e Oceania (0,8%) (FAOSTAT,
2022) (Fig. 1). Essa especie € comum na Amazoénia Ocidental a Oriental, principalmente
em florestas de terra firme e em algumas parcialmente inundadas, conhecidas como area
de vérzea (Neto et al., 2001; Zhang; Motilal, 2016; Gonzalez-Orozco et al., 2020).

- = )
B > 3500
Figura 1. Mapa de producao de sementes de cacaueiros em toneladas em 2022.

Fonte: FAOSTAT, 2022

A espécie € encontrada em areas com temperaturas médias anuais de 20 °C a 30
°C, com médias de 22 °C a 28 °C consideradas ideais para garantir uma boa floragéo e
frutificacdo dos cacaueiros (Souza; Aguilar; Dias, 2009; Queiroga et al., 2021).

Como é uma espécie tipica de clima tropical, ela € bastante sensivel a baixa
umidade do solo e do ar, demandando em média 1.200 mm de precipitacdo pluviométrica
anual, com distribuicdo mensal em torno de 100 mm. A espécie é bem adaptada ao clima
amazodnico, com médias anuais variando de 1.500 mm a 1.700 mm, podendo ultrapassar
3.000 mm (Neto et al., 2001; Queiroga et al., 2021). Contudo, é possivel encontrar plantas

de cacaueiros se desenvolvendo durante as estagcdes secas e em areas com problemas
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naturais de déficit hidrico, quando implantados sistemas de irrigacdo (Alban et al., 2016;
Ceccarelli et al., 2021).

As altitudes de ocorréncia variam entre 600 a 900 m, sendo que as mais elevadas
sdo encontradas em areas proximas ao Equador (Somarriba; Lachenaud, 2013).

Com base nessas caracteristicas ambientais, a producdo mundial de cacau tem sido
concentrada principalmente na Africa Ocidental desde a década de 1980, com
crescimento de 2 a 3 milhdes de toneladas a partir dos anos 2000, envolvendo milhdes de
pequenos agricultores (Wessel; Quist-Wessel, 2015). Ainda assim, foram encontrados
problemas para a producdo de cacaueiros, com vantagens e desvantagens, podendo
ocasionar aumento no desmatamento ou simplesmente ser uma opgéo de reflorestamento
(Orozco-Aguilar et al., 2021).

Ao longo de 20 anos de producdo, cerca de 2-3 milhdes de hectares de floresta
tropical foram perdidos, devido ao aumento na producdo de cacau para atender a crescente
demanda mundial, além do uso e manutencédo inadequados das terras, contribuindo para
a perda de mais areas florestais e favorecendo a disseminacdo de pragas e doencas
(Wessel; Quist-Wessel, 2015; Kroeger; Koenig; Thomson, 2017; Morrissey et al., 2019).
Além disso, cenarios de mudangas climaticas preveem um aumento de 2°C durante as
estacOes secas até 2050, reduzindo as terras adequadas para o cultivo de cacaueiros
(Nieves-Orduna; Krutovsky; Gailing, 2023).

No entanto, levando em consideracdo a alta procura, a criacao de agroflorestas se
torna uma alternativa para o cultivo de cacau, fornecendo assim servigos ecossistémicos
como captura e armazenamento de carbono, disponibilidade de dgua, adaptacdo climatica
e do ambiente e a producdo de madeira, a partir das arvores tolerantes a sombra, como
exemplo dos cacaueiros (Rice; Greenberg, 2000; Tscharntke et al., 2011; Jezeer et al.,
2017; Blaser et al., 2018). Além disso, também pode haver insercdo de esquemas de
certificacdo e reconhecimento de conservacdo da biodiversidade gerados pela

agrofloresta constituida pela espécie (Tscharntke et al., 2015).

2.2 Informacbes boténicas sobre o cacaueiro
O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma arvore de porte médio, que mede entre
5 e 8 metros de altura, apesar de que alguns espécimes poderem alcancar até 10 metros

de altura, crescendo naturalmente a sombra (Cruz, 2013).
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O caule € ereto, de casca lisa e verde durante os dois primeiros anos, tornando-se
cinza escuro e de superficie irregular na planta adulta (Lucena, 2013). As folhas séo
simples, inteiras e de cor verde que podem se diferenciar conforme as condicdes de sol e
umidade, variando entre castanho claro, avermelhado ou roxo (Queiroga et al., 2021).
Quando atingem a maturidade, as folhas sdo de coloragdo verde-escura, de formato
oblongado e acuminado, com nervura central proeminente (Decloquement, 2018).

A inflorescéncia do cacaueiro é agrupada entre 40 e 60 flores no tronco central e
em suas ramificacdes, possuindo flores hermafroditas e pentdmeras (Martins et al., 2005).
Elas apresentam em média de 30 a 60 6vulos por ovario (S.A.C, 2008), o nimero de gréos
de polen observados nas plantas varia de 311 a 610 por antera, ou seja, chegando a 3.050
grdos de polen por flor (Godoy et al., 2009).

A estrutura floral é constituida por cinco sépalas, cinco pétalas, um androceu com
10 filamentos, dos quais cinco sdo férteis (estames) e o outros cinco sdo inferteis
(estaminoadios), um gineceu (pistilo) formado pelo ovario superior com cinco léculos
fundidos desde a base, em que cada um pode conter de 5 a 15 6vulos, dependendo do
gendtipo (Batista, 2009).

A polinizacdo do cacaueiro é estritamente entomofila, principalmente feita por
dipteros da familia Ceratopogonidae e dos géneros Forcipomyia, Dasyhelea e
Atrichopogon como os principais agentes polinizadores dessa cultura. Isso se deve a
incompatibilidade de cruzamento gamética tanto autdgena como intervarietal para essa
espécie (Batista, 2009; Serrano, 2011; Nakayama, 2022).

O cacaueiro produz frutos indeiscentes, do tipo bacoide, drupissarcidio,
pentalocular, com ampla variacdo de tamanho, formato, pigmentacdo, rugosidade,
profundidade do sulco longitudinal na superficie da casca, espessura da casca e cerosidade
(Queiroga et al., 2021). Eles sdo de coloracdo verde ou roxa quando jovens, a qual passa
a amarelo ou alaranjado quando maduros (Decloquement, 2018). Cada fruto abriga de 20
a 50 sementes, com 2 a 3 cm de comprimento, formato que varia de elipsoide a ovoide e
recobertas por uma mucilagem agucarada, devido a presenca de monossacarideos (Neto
etal., 2001).
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2.3 Propagacéo do cacaueiro
2.3.1 Propagagéo por semente e vegetativa convencional

As sementes representam uma das principais fontes de variacdo genética em
cacaueiro, pois na maioria das vezes, resultam de cruzamentos entre dois genotipos ou
grupos genéticos diferentes (Modeste et al., 2017). Os grupos mais comuns s&o crioulo,
forasteiro e trinitario, que sdo classificados com base na morfologia, genética e origem
geogréfica (Bartley, 2005). No entanto, outros fatores devem ser levados em
consideracdo, como a competitividade entre genotipos com diferencas de héabitos de
crescimento (fase juvenil prolongada e fase adulta tardia), havendo tendéncia de
dominancia dos mais vigorosos, segregacao genética, a partir da escolha dos progenitores,
0 que causa diferenca de caracteristicas (porte, floracdo e frutificacdo), além dos altos
custos de implantacdo e manutencéo, dificultando assim, uma padronizagéo das plantas
(Trevizan; Moraes, 1999; Oliveira; Rincon, 2002).

Como resultado, as plantas de cacaueiro derivadas de sementes sdo altamente
variaveis em termos de desempenho agrondmico (Li et al., 1998). Nesse sentido, ressalta-
se a importancia do desenvolvimento de sistemas de propagacdo que garantam a
estabilidade de plantagbes com caracteristicas de alta produtividade e resisténcia as
principais doencas (Garate-Navarro; Arévalo-Gardini, 2017), além da obtencdo de
plantas por meio de polinizacdo controlada em viveiros certificados (Gildardo et al.,
2007).

Uma das alternativas é a propagacao vegetativa, técnica que consiste na formacao
de uma planta nova, a partir, de um érgéo reprodutivo especifico ou na regeneracao
completa de um fragmento da planta (Amano et al.,, 2019), ou também por
desdiferenciacao de células somaticas com finalidade de produzir plantas clones (Grolli,
2008).

De modo geral, dentre as principais vantagens da propagacdo vegetativa de
espécies florestais, como o cacaueiro, podem ser citadas a formacao de clones a partir de
gendtipos com caracteristicas superiores, fornecendo propagulos tolerantes a pragas e
doencas e com precocidade de producdo (Teixeira; Marbachr; Santos, 2002; Queiroga,
2021).

A propagacdo clonal pode ser alcancada pela macropropagacdo, que envolve
métodos convencionais, como a estaquia e a enxertia, ou pela micropropagacao, por meio

da técnica da cultura de tecidos (Higashi; Silveira; Gongalvez, 2000). A propagacao
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vegetativa por estaquia, em cacaueiro, ndo é uma técnica nova, pois tem sido usada na
América Central desde o século passado, e a primeira experiéncia bem-sucedida foi
realizada na ilha de Trinidad, em 1931 (Sodré, 2007). Entretanto, Malavasi (1994),
Cunha et al. (2009) e Lima et al. (2011) constataram que para aumentar o éxito do
enraizamento das estacas, é necessario selecionar fragmentos de plantas matrizes mais
jovens. Isso deve-se as altas concentracdes de auxinas presentes, além de incluir a
nutricdo mineral necessaria e a adi¢do de hormonios vegetais.

Outra forma de propagacdo vegetativa convencional é a enxertia, na qual,
geralmente, o genotipo produtivo é enxertado sobre um genétipo resistente a algum
estressor abidtico limitante da producdo. No entanto esse processo exige critérios de
uniformidade e desenvolvimento mais rapido, algo dificultoso de serem encontrados nos
grupos comuns aos cacaueiros, exigindo que o viveirista efetue maior semeadura para
obtencdo de plantas com o padrdo exigido (Lavanhole et al., 2019).

Algo importante a ser estudado sdo as escolhas do enxerto e do porta-enxerto.
Marinato et al. (2013) avaliaram a sobrevivéncia de enxertos de Theobroma cacao,
utilizando-se dois métodos de enxertia precoce (hipocotiledonar por garfagem de topo a
inglesa e de topo em fenda cheia) com porta-enxertos que possuiam resisténcia a
vassoura-de-bruxa e elevadas produtividades conhecidos na literatura (ESFIP 02, TSH
1188 e CCN 51) e um geno6tipo comum a sua regido, suscetivel a doencas. O ESFIP 02
exibiu uma maior taxa maior de sobrevivéncia em relacdo aos demais.

Além disso, é valido conhecer respostas quanto ao cruzamento entre progénies
resistentes, como citado por Yamada et al. (2014), que obtiveram melhores respostas em
relacdo ao RB 39 x CCN 51; CEPEC 94 x CCN 10 e CCN 10 x VB 1151. E também
avaliacOes genéticas e de selecdo de clones de cacau, com base em caracteristicas morfo-
agrondmicas, como descrito por Guimardes et al. (2022), que obtiveram bons resultados
nos clones POUND 12 e CAB 12, 228, 253, 257, 258 e 422, considerados 0s mais
adequados para a inducdo de resisténcia.

No entanto, problemas de incompatibilidade podem ocorrer na enxertia, que
podem ser resolvidos pelo método de estaquia, aliada ao uso de reguladores vegetais,
sendo atualmente o método mais indicado para propagar cacaueiros tolerantes a vassoura
de bruxa, em virtude da producéo de clones idénticos (Pereira et al., 2016). Para esse tipo
de propagacdo, é importante conhecer os genotipos utilizados. Sanches et al. (2008)

avaliaram mudas propagadas por estaquia nos clones TSH1188 e VB1151 e identificaram
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um elevado nivel de resisténcia desses clones até o 43° dia ap0s a inoculacéo, podendo
ser usado para essa técnica.

Apesar da propagacao vegetativa por estaquia no cacaueiro nao ser uma técnica
nova, é pouco difundida no Brasil, devido as boas producGes obtidas pelos hibridos e das
variedades propagadas via seminal e principalmente pela facilidade de manejar
cacaueiros originarios de sementes (Sodré, 2013).

2.3.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais é uma area de estudo direcionada para o cultivo de
células, tecidos, 6rgaos e outras partes da planta sob condi¢des assépticas in vitro, em um
ambiente controlado e meio de cultura apropriado (Twaij; Jazar; Hasan, 2020).

Esse método estd muito relacionado ao conceito de totipoténcia celular, que é a
capacidade de células desenvolver novos 6rgaos e, até mesmo, plantas inteiras a partir de
qualquer parte da planta-matriz (Verdeil et al., 2007), ou simplesmente o potencial de
reprogramacao de uma célula em resposta a sinais especificos, por meio de processos de
desdiferenciacao e rediferenciacdo (Fehér; Pasternak; Dudits, 2003).

A micropropagacao pode ser feita por duas rotas: organogénese e embriogénese
somatica. A organogénese é uma via de desenvolvimento na qual 6rgdos vegetais sdo
induzidos mediante a desdiferenciacdo e rediferenciacdo, a partir de uma ou varias
células, de forma direta (sem fase intermediaria de producéo de calos) ou indireta (a partir
de desenvolvimento de calos) (Andrade, 2002). Ja a embriogénese somatica depende da
habilidade das células somaticas vegetais de se desdiferenciarem e se reprogramarem ao
longo de um processo embrionario durante o percurso de desenvolvimento (Fehér, 2015).

Essa Gltima rota € considerada uma abordagem alternativa para propagacéo clonal
de cacaueiro (Li et al., 1998) comparativamente as técnicas mais tradicionais citadas
anteriormente. O desenvolvimento de um sistema de regeneracdo por meio da
embriogénese somatica é importante para varios propdsitos, incluindo a propagacédo de
plantas, melhoramento genético, conservacao de germoplasma e transformacdo genética
(Ajijah; Hartati, 2019).

O melhoramento de T. cacao utilizando técnicas modernas pode ser facilitado,
mediante a multiplicacdo de materiais elites usando embriogénese somatica
(Pancaningtyas, 2015). No entanto, a variabilidade das respostas devido ao efeito dos

genotipos e a recalcitrancia sdo restricbes que devem ainda serem superadas para a
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cultura. Assim, a superagdo da recalcitrancia requer a otimizagdo dos protocolos
existentes ou, mesmo, o desenvolvimento de novos (Daouda et al., 2019). Entéo, espera-
se que por meio dessa técnica se supere os obstaculos de propagacdo e acelere o0s
programas de melhoramento genético da espécie (Ramirez; Duque; Trujillo, 2018).

Varios tipos de explantes ja foram usados na propagacdo in vitro de T. cacao. Litz
et al. (1986), utilizando folhas jovens, reportaram a obtencdo de embrides somaticos
quando foram utilizadas altas concentracBes de &cido-diclorofenoxiacético (2,4-D) e
benzilaminopurina (BAP), porém os embrides morreram na fase inicial de
desenvolvimento. Lopez-Baez et al. (1993), utilizando diferentes 6rgdos como estames,
pétalas, bases das pecas florais e estaminddios, relataram resultados superiores para esse
ultimo tipo de explante.

Os estaminddios e pétalas tém sido os explantes mais comumente utilizados para
a regeneracdo de embrides somaticos nessa especie, com altas taxas de calogénese
embriogénica inicial. Autores como Gonzélez; Rojas e Rieche (2005), Salazar et al.
(2006) Trujillo; Garcés e Rua (2011) tem reportado maiores responsividades dos
estaminddios comparativamente as pétalas, o que tem sido atribuido ao fato dos
estaminddios estarem fundidos a zona meristematica do botéo floral (receptaculo), o que
resulta em uma quantidade significativa de calos embriogénicos com potencial de
regeneracdo de plantas, diferentemente das petalas que possuem uma localizacdo mais
externa. Os autores também enfatizam que, quando inoculados em meio de cultura, os
estaminddios ficam em contato direto com o meio, diferindo de explantes como pétalas,
0s quais sdo inoculados curvados devido ao formato dos verticilos.

Além do tipo de explante, meios de cultura tém sido investigados, para a indugédo
eficiente da embriogénese somatica em cacaueiro. Os primeiros protocolos foram
realizados utilizando-se meio de cultura compostos de sais de MS (Murashige; Skoog,
1962), porém, com variacBes no tipo e concentracdo de vitaminas, reguladores de
crescimento e suplementos organicos complexos, bem como no método de preparo ou
combinacdo dos componentes das solucbes estoque do mesmo meio basal (Bajaj, 2012).
Nas fases iniciais de desenvolvimento de calos priméarios e secundarios de cacaueiro,
geralmente, sdo adicionados aos meios de cultivo auxinas, como 2,4-D (Esan, 1975; Li et
al, 1998; Garcia et al., 2016), 2,4,5-acido triclorofenoxiacético - 2,4,5-T (Guillou et al.,

2018; Garcia et al., 2016) e citocininas, como benzilaminopurina — BAP (Pence;
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Hasegawa; Janick, 1979), thidiazuron — TDZ (Li et al, 1998) e cinetina (Pence, 1979;
Garcia et al., 2016).

Apos a formacdo de calos embriogénicos, eles séo transferidos para o meio de
desenvolvimento de embrides, de modo geral, composto por baixas concentragdes de
auxinas, que favorecem o crescimento normal de embrides, ou até mesmo, desprovido de
reguladores. Sob essas condicdes, os proembrides sdo estimulados a desenvolverem até
formar o embrido completo, enquanto que altas concentragfes podem produzir efeito
inibitério ou formacdes de calos (Li et al., 1998; Nunes; Filho, Rocha, 2002; Garcia et
al., 2016).

Logo em seguida ao surgimento de embrides somaticos globulares, os explantes
séo transferidos para 0 meio de regeneracdo de plantas, desprovidos de reguladores de
crescimento (Li et al, 1998; Garcia et al., 2016), variando na adi¢cdo de algumas
substancias, por exemplo o nitrato de potéassio (KNO3). Essa substancia citada ¢ utilizada
na micropropagagdo como fonte de nitrogénio e potassio, sendo esses dois elementos
encontrados em maiores quantidades nas plantas e responsaveis, principalmente pelo
crescimento das plantas e desenvolvimento de raizes e por regular o potencial osmético
das células vegetais, respectivamente (Ribeiro; Teixeira, 2008).

Apesar das varias décadas de estudos sobre a embriogénese somatica nessa
espécie lenhosa, alguns problemas séo reportados em variados protocolos, como a
resposta genotipo-dependente (Maximova et al., 2002; Kahia et al., 2017) e ocorréncia
de alta taxa de anormalidades dos embrides somaticos primarios (Alemanno; Berthouly;
Michaux-Ferriere, 1997; Pancaningtyas, 2013; Garcia et al., 2016; Garcia et al., 2022).

Apesar disso, alguns desses trabalhos relatam que nas primeiras 12 semanas ap0s
a formacéo dos calos, surgem embrides somaticos, com uma média de 13,8 embrides por
estaminddio e de 7 a 10 embrides por pétala (normais e anormais), € nas semanas
seguintes ocorrem aumento e estabilizacdo na producdo de embrides somaticos normais,
isso se deve a embriogénese secundaria, que formam embribes secundarios bem maduros
capazes de converter plantas com 4 a 6 folhas antes da aclimatizacdo (Maximova et al.,
2002; Garcia et al., 2016).

Para a sobreposicdo desse ultimo gargalo e, consequente, aumento da
produtividade da técnica, alguns autores tém realizado a embriogénese secundaria
(Maximova et al., 2002; Garcia et al., 2016) que consiste na iniciacdo de novos embrides

somaticos a partir de embrides existentes (Karami; Deljou; Kordestani, 2008). Analises
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histoldgicas revelaram que embrides somaticos primarios possuem origem
predominantemente multicelular em contraste com a origem unicelular dos embrifes
somaticos secundarios, o que tem sido associado a maior estabilidade genética,
morfoldgica e rendimento de plantas produzidas (Maximova et al., 2002).

Portanto, a propagacdo in vitro, por meio da embriogénese somaética, é uma
alternativa promissora, apresentando diversas vantagens, como a obtencdo de vérias
plantas por meio de um Unico explante, producdo de mudas durante o ano todo, evitando
os limites da sazonalidade, produzindo plantas em um intervalo menor de tempo, com
boas condigdes fitossanitarias, e elevado potencial produtivo em escala comercial (Singh;
Singh, 2021).

2.3.3 Conservacao de recursos genéticos

As discussdes técnicas e cientificas sobre os limites da conservacéo e as questdes
dos direitos dos paises sobre seus recursos comecaram a ganhar destaque em Varios
ambitos, sendo a conservacdo de germoplasma uma oportunidade de preservar esse
conhecimento sobre espécies extintas, selvagens e outras espécies vivas de uma planta
cultivada ou ndo (Priyanka et al., 2021).

Portanto, a conservacdo é extremamente importante, sendo dividida em duas
estratégias para esse fim: ex situ e in situ. A conservacgdo ex situ € um método seguro,
relevante e econdémico para a preservacdo de espécies e da diversidade genética, que
possibilita o0 incremento da consciéncia sobre a biodiversidade (Silveira et al., 2018). A
conservacdo ex situ complementa a conservacao in situ, uma vez que a in situ pode
preservar ndo somente o potencial evolutivo de uma amostra da espécie alvo, mas também
a populacdo inteira, bem como de outros organismos com 0s quais ela interage, convive
ou depende (Sebbenn, 2003).

Os métodos de conservacao ex situ sdo necessarios para dar suporte as acoes in
situ, prevenindo a extincdo de espécies, fornecendo uma fonte de material para
reintroducdo ou aumentando a populacéo de espécies individuais, além de fornecer uma
fonte de material para pesquisa (Offord; Makinson, 2009). Para aplicacdo dessa estratégia
de conservacdo, jardins botanicos ou bancos de germoplasma cultivam plantas em suas
colecdes vivas para fornecer materiais para observacdo, pesquisa e educacdo (Westwood
et al., 2020).
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Os bancos de sementes convencionais, em que as sementes podem ser preservadas
secas e congeladas para muitas dezenas, sendo centenas de anos, sdo considerados uma
valiosa ferramenta de conservagdo ex situ para conservacao integrada de plantas, tanto
como arquivo quanto como fonte de variacdo genética (Gargiulo et al., 2019). Contudo,
0 armazenamento de sementes muda conforme a espécie, devido as plantas possuirem
caracteristicas diferentes quanto a tolerancia a baixa umidade e baixas temperaturas de
armazenamento (Fonseca; Freire, 2003; Berjak; Pammenter, 2013). Exemplo disso sdo as
sementes de cacaueiro que possuem a caracteristica de recalcitrdncia, ou seja, sao
altamente sensiveis a dessecacdo (Gayatri et al., 2022) e ndo podem ser armazenadas
usando o protocolo convencional de armazenamento de sementes (Adu-Gyamfi; Wetten,
2020).

Nesse cenario, técnicas de conservagdo in vitro, seja por meio de crescimento
lento ou criopreservacdo, podem ser empregadas para especies com restricdes de
conservacdo por meio do banco de sementes. Criopreservacdo se refere ao
armazenamento de amostras biologicas, como células, tecidos e 6rgdos, em temperaturas
extremamente baixas do nitrogénio liquido, -196 °C, com o objetivo de interromper todas
as reagdes quimicas, processos biologicos e fisicos intra e extracelulares (Barbosa et al.,
2009; Wang et al., 2021).

A criopreservacdo bem-sucedida depende da capacidade de reduzir o gelo
intracelular formado durante o armazenamento dos tecidos ou Orgdos em nitrogénio
liquido e descongelamento do material (Adu-Gyamfi; Wetten, 2020). Estudos nessa area
resultaram em avancgos técnicos, incluindo o desenvolvimento de varios metodos de
criopreservacdo, como vitrification, encapsulation-vitrification, droplet-vitrification,
encapsulation-dehydration (Wang et al., 2021). As técnicas podem ser aplicadas a
materiais, como sementes e gemas dormentes, bem como a materiais in vitro,
compreendendo suspensdo de células e culturas de calos, apices, brotos, embrides
somaticos e zigoticos, além de eixos embrionarios (Engelmann; Dussert, 2012).

As técnicas usadas para criopreservagdo impdem estresses as células e tecidos que
podem causar danos consequentes da excisao, estresse osmotico, dessecacdo e mudancas
na temperatura, o que pode resultar em crescimento reduzido ou morte do material vegetal
(Uchendu et al., 2010). Por esses motivos € necessario incluir pré e pds-tratamentos que
irdo proteger e recuperar os explantes. Para tal fim, tratamentos com algumas solugdes

tém sido aplicados, dentre essas solu¢fes mencionam-se: loading solution (LS), plant
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vitrification solution (PVS) e rewarming solution (RS), permitindo regularizar o
equilibrio entre a producdo e detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Chen et al., 2015).

Dentre vérias etapas a serem incluidas, a desidratagdo do material a ser
criopreservado € uma delas, que pode ser obtida por evaporacdo de &gua (dessecagdo
fisica) ou até mesmo por tratamentos com solugBes altamente concentradas, como:
dimetilsulfoxido (DMSOQ), etileno glicol, metanol, glicerol, propileno glicol, dentre os
mais comuns (Santos; Salomdo, 2023). A loading solution (LS) ou solucdo de
carregamento, por exemplo, € constituida por 4,43 g/L de MS, 136,8 g/L de sacarose e
147,4 ml/L de glicerol (Vollmer et al., 2021).

J& a solucdo plant vitrification solution 2 (PVS2) ou solucdo de vitrificagcdo é
composta por 4,43 g/L de sais de MS, 136,8 g/L de sacarose, 240 ml/L de glicerol, 136,4
ml/L de DMSO e 134,8 ml/L de etileno glicol (Sakai; Kobayashi; Oiyama, 1990). Essa
solugéo contém substancias penetrantes e nao-penetrantes que diferem entre si de acordo
com o tipo e concentracdo de cada componente, como relatado por Santos et al. (2015) e
Panis; Lambardi, (2005). Ela possui a funcdo de proteger o explante de condicgdes
adversas, principalmente, suas membranas, com relacdo a formacéo de cristais de gelo,
pois possibilita que a célula atinja um estado vitreo.

Ja a rewarming solution (RS) é composta por 4,43 g/L de MS e 205,2 g/L de
sacarose. Essa solucdo é amplamente utilizada para reduzir o chogque osmotico durante o
reaquecimento rapido de tecidos e Orgaos vegetais criopreservados, ou para diluir os
crioprotetores prejudiciais ap0s 0 reaquecimento em banhos de agua aquecida (Wollmer,
2019).

Os primeiros protocolos de criopreservacdo disponiveis para 0 cacaueiro sdo
relacionados aos embrides zigoticos imaturos. Segundo Pence (1991), essa técnica possuli
potencial para o armazenamento de germoplasma a longo prazo, geneticamente
equivalente a um banco de sementes, mesmo que a integridade do embrido original ndo
seja mantida por meio do congelamento, porém células regenerativas ainda sobrevivem.
No entanto, devido as grandes dimensdes das sementes de cacaueiro, a aplicacao
uniforme de crioprotetores e as mudancas de temperatura (congelamento) sdo
consideradas problematicas.

Embrides somaticos também tém sido utilizados como propagulos na

criopreservacdo. No entanto, a obtencdo desse tipo de propdgulo é dependente do
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genotipo e dos botbes florais usados como fontes de explantes para a embriogénese
somatica (Li et al., 1998; Adu-Gyamfi; Wetten, 2020). A técnica encapsulation-
dehydration, que envolve o pré-tratamento dos propagulos encapsulados com sacarose,
seguido de dessecagdo e armazenamento em nitrogénio liquido, foi aplicada a embrides
somaticos de cacaueiro (Fang, 2008).

2.3.4 Técnicas de criopreservacdo

A aplicacdo do congelamento em nitrogénio liquido a partir de explantes vegetais
menos resistentes ou recalcitrantes, requer metodologias que protejam esses materiais,
com desidratacdo prévia e imersdes em solugdes como DMSO, etileno glicol e glicose
(Uragami, 1989).

Em 1990, duas novas técnicas de criopreservacdo de plantas foram introduzidas,
levando em consideracdo a desidratacdo dos explantes e protecdo com solucdes
osmoprotetoras, antes da imersdo em nitrogénio liquido, foram essas: vitrification e
encapsulation- dehydration (Sakai; Kobayashi; Oiyama, 1990; Fabre; Dereuddre, 1990).

A vitrification é o processo de imersdo em solugdes altamente concentradas de
agentes crioprotetores, tornando-as extremamente viscosas e com resfriamento ocorrendo
em temperaturas muito baixas, sem a formacao de gelo intracelular (Sakai; Kobayashi;
Oiyama, 1990).

Para aumentar a taxa de sobrevivéncia e adotar procedimentos mais simplificados,
desenvolveu-se a plant vitrification solution (PVS), seguida da PVS2, que contém 30%
(p/v) de glicerol, 15% (p/v) de etileno glicol, 15% (p/v) de dimetilsulfoxido e 0,4 M de
sacarose em um meio Murashige-Tucker (MT) (Sakai; Kobayashi; Oiyama, 1990). Em
busca de uma solucdo menos téxica a base de glicerol, desenvolveu-se o PVS3, que
contém 2 mg glicerol e 0,4 M de sacarose em um meio Linsmaier e Skoog (LS)
(Nishizawa, 1993).

Para a técnica de encapsulation-dehydration, os materiais sdo encapsulados
(formatos de esferas) em uma solucdo de alginato de célcio com alta concentracdo de
sacarose, formando o que sdo denominadas sementes sintéticas ou artificiais. Em seguida,
as capsulas sdo secas em camaras de fluxo de ar estéril ou com uso de um dessecante com
silica gel, até atingir teores de agua de 20 a 30% e imersas em nitrogénio liquido. Ressalta-

se que alguns problemas sdo frequentes, como a baixa taxa de sobrevivéncia, de
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recuperacdo, além do processo de desidratacdo ser mais longo em comparagdo com a
vitrification (Fabre; Dereuddre, 1990; Nagel et al., 2024).

A técnica de encapsulation-vitrification combina os procedimentos citados
anteriormente de encapsulagdo com solucdo de alginato de calcio, juntamente com o
congelamento réapido e a utilizacdo dos crioprotetores pela técnica de vitrification
(Ciringer et al., 2018). No entanto, como sdo necessarios Varios passos, 0s métodos de
encapsulacdo sdo aplicados com menos frequéncia em comparacdo com outras
abordagens de criopreservacdo (Nagel et., 2024).

Atualmente, o método mais utilizado € a droplet vitrification, que envolve o
resfriamento extremamente rapido de pequenos fragmentos dos materiais vegetais, 0s
quais sdo colocados em tiras de aluminio com goticulas de solucdo de osmoprotetoras
(Nagel et al., 2024). O sucesso dessa técnica se deve ao contato direto das amostras com
o nitrogénio liquido durante o congelamento e, para o reaquecimento, as tiras de aluminio
contendo as amostras sao descongeladas em solucdo de recuperacéo, resultando em uma

alta taxa de sobrevivéncia e recuperacgdo (Haggag et al., 2018).
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ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO PARA A CRIOPRESERVA(;AO DE
CALOS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)

RESUMO

A conservacgdo dos recursos genéticos do cacaueiro (Theobroma cacao L.) é de
grande importancia devido ao valor econdbmico da espécie no cenario mundial. Métodos
tradicionais, como a manutencao das plantas em campo, apresentam desafios como altos
custos e vulnerabilidade a condigdes climaticas adversas. Nesse contexto, a
criopreservagdo surge como uma alternativa promissora para a conservagdo de
cacaueiros, uma técnica ja utilizada em outras espécies comerciais. Este estudo teve como
objetivo desenvolver um protocolo de criopreservacao de calos de diferentes acessos de
cacaueiro, preservando sua viabilidade e capacidade de regeneracdo apds o
congelamento. Adicionalmente, foram analisadas possiveis reacfes adversas por meio de
técnicas anatdmicas. O trabalho utilizou estaminddios de botbes florais de acessos
comerciais (CCN-51, CEPEC 2002 e PH 16) e ndo comerciais (752 e 762), submetendo-
os a diferentes métodos de criopreservacéo, incluindo vitrificacdo, droplet vitrification e
slow cooling. Duas abordagens foram testadas: na primeira, os estaminddios foram
dessecados com sacarose e, na segunda, foram imersos diretamente em solucdes
crioprotetoras (LS e PVS2) antes da imersdo em nitrogénio liquido (NL). Os resultados
indicaram que o pre-cultivo em sacarose foi eficaz, com 100% de sobrevivéncia para 0s
gendtipos CCN-51 e CEPEC 2002 e 80% para o PH 16, mostrando baixa oxidagédo
comparado ao tratamento controle. Nos experimentos de imersao em LS, o genoétipo 752
teve destaque, com 100% de formacéo de calos apos imersGes mais longas, enquanto o
CCN-51 apresentou baixa formacao de calos e alta oxidacéo. Quando os materiais foram
imersos em PVS2 e NL, observou-se uma reducéo significativa na formacao de calos,
especialmente no genotipo 762, e maior suscetibilidade a oxidacdo. Os explantes imersos
em NL mostraram alterac6es morfologicas e anatbmicas, como calos com coloracdo mais
escura e presenca de células plasmolizadas. A técnica de droplet vitrification destacou-se
por apresentar mais células embriogénicas, embora ndo tenha havido formacdo de
embribes somaticos apOs o tratamento com NL. Em ambas as tentativas de
criopreservacdo, a sobrevivéncia dos calos foi mantida, sugerindo que a técnica tem
potencial para a conservacao de recursos genéticos do cacaueiro, embora melhorias sejam
necessarias para otimizar a regeneracdo de plantas. Conclusivamente, os resultados

mostram que a criopreservacdo por droplet vitrification pode ser viavel para a
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conservacdo de calos de cacaueiro, mantendo a viabilidade do material ap6s o
congelamento. Contudo, ajustes no protocolo séo essenciais para melhorar a formacéo de
embrides somaticos e garantir a efetividade da técnica.

Palavras-chave: Cacau, Criogenia, Calo embriogénico, Sobrevivéncia
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ESTABLISHMENT OF A PROTOCOL FOR THE CRYOPRESERVATION OF
CACAOQ (Theobroma cacao L.) CALLI
ABSTRACT

The conservation of cacao (Theobroma cacao L.) genetic resources is of great
importance due to the species' economic value on the global stage. Traditional methods, such
as maintaining plants in the field, pose challenges such as high costs and vulnerability to
adverse climatic conditions. In this context, cryopreservation emerges as a promising
alternative for cacao conservation, a technique already applied to other commercial species.
This study aimed to develop a cryopreservation protocol for calli from different cacao
accessions, preserving their viability and regeneration capacity after freezing. Additionally,
potential adverse reactions were analyzed through anatomical techniques. The study used
staminodes from disinfected floral buds of commercial accessions (CCN-51, CEPEC 2002,
and PH 16) and non-commercial accessions (752 and 762), subjecting them to different
cryopreservation methods, including vitrification, droplet vitrification, and slow cooling. Two
approaches were tested: in the first, the staminodes were desiccated with sucrose, and in the
second, they were directly immersed in cryoprotectant solutions (LS and PVS2) before
immersion in liquid nitrogen (LN). The results indicated that sucrose preculture was effective,
with 100% survival for the CCN-51 and CEPEC 2002 genotypes and 80% for PH 16, showing
lower oxidation than the control treatment. In the LS immersion experiments, the 752
genotype stood out with 100% callus formation after longer immersions, while CCN-51
showed low callus formation and high oxidation. When the materials were immersed in PVVS2
and LN, a significant reduction in callus formation was observed, especially in genotype 762,
along with increased susceptibility to oxidation. The explants immersed in LN showed
morphological and anatomical changes, such as darker calli and the presence of plasmolyzed
cells. The droplet vitrification technique produced more embryogenic cells, although no
somatic embryos were formed after LN treatment. In both cryopreservation attempts, callus
survival was maintained, suggesting that the technique has potential for cacao genetic resource
conservation, though improvements are necessary to optimize plant regeneration. In
conclusion, the results show that cryopreservation via droplet vitrification may be viable for
the conservation of cacao calli, maintaining the material's viability after freezing. However,
protocol adjustments are essential to improve somatic embryo formation and ensure the
technique's effectiveness.

Keywords: Cacao, Cryogenics, Embryogenic Callus, Survival
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1 INTRODUCAO

A matéria prima proveniente dos cacaueiros possui grande importancia econémica
mundial, posicionando o Brasil entre os principais exportadores desse fruto. No entanto,
esse destaque impbe a necessidade de aprimorar as formas de produgdo e,
consequentemente, investir na conservagdo dessa cultura. Por esse motivo, é necessario
buscar alternativas tanto tradicionais, como a propagacédo vegetativa (enxertia e estaquia),
quanto biotecnoldgicas, como o uso da cultura de tecidos, para a conservacao de recursos
genéticos da espécie (Benelli, 2021).

A criopreservacdo de plantas consiste em um processo de congelamento em
nitrogénio liquido (-196°C) e descongelamento sem tempo determinado mantendo a
viabilidade do material vegetal. No entanto essa técnica exige etapas de protecdao dos
tecidos, sendo importante a remocdo da agua de dentro das células, por meio da
dessecacdo osmotica ou fisica, com intuito de evitar formacdo de cristais de gelo
intracelulares que podem causar a morte celular e a destruicdo de organelas celulares
durante o processo de congelamento (Benelli, 2021).

A criopreservacdo pode ser aplicada a diferentes tipos de explantes, como
sementes, embrides zigoticos, apices, entre outros. Essa técnica é aplicavel as sementes
de espécies ameacadas de extingdo, por permitir que o metabolismo das sementes seja
paralisado, podendo recupera-las posteriormente (Gonzaga et al., 2003).

Durante o protocolo de criopreservacao, sdo necessarias varias etapas, incluindo
pré-condicionamento, congelamento a temperaturas extremamente  baixas,
descongelamento e recuperacdo do explante. O pré-condicionamento € crucial para
remover a agua intracelular ou equilibrar o gradiente osmético dentro das células,
prevenindo danos e lesdes internas (Chen et al., 2015; Santos; Saloméo, 2023). Para o
congelamento o intuito é evitar a formacéo de cristais de gelo, que, se formados, podem
romper as células apds o descongelamento (Panis; Lambardi, 2005; Santos et al., 2015).
Finalmente, a etapa de recuperacdo tem o objetivo de minimizar o choque osmotico
durante o reaquecimento dos tecidos vegetais criopreservados ou minimizar os efeitos das
solucdes crioprotetoras e do congelamento (Vollmer, 2019).

Dentre as técnicas de congelamento conhecidas temos a vitrification, droplet-
vitrification, encapsulation-vitrification, encapsulation-dehydration (Wang et al., 2021),
sendo as primeiras citadas as mais utilizadas. Carvalho et al. (2021), verificaram que as

imersdes em solugdes de vitrification ndo causaram a inviabilidade de embrides zigbticos
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de seringueira (Hevea brasiliensis Willd. ex A.Juss.). No entanto foi observado que a
criopreservacdo dos embrides causou o efeito contrario, o que indica a ndo adequabilidade
das solucdes ou o tempo de imersdo testado. A criopreservacdo de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) por meio de técnica de vitrification e dessecacdo
comprometeu a sobrevivéncia e regeneracdo de embriGes zig6ticos (Santana, 2018).

J&4 Fonseca, Coimbra e Castro (2019) identificaram que a criopreservacdo de
apices caulinares de Bauhinia variegata Link (pata-de-vaca) por meio da técnica droplet
vitrification ndo permitiu o crescimento desses apices ap6s a imersdo em nitrogénio
liquido, o que pode ser justificado pela fitotoxicidade das solugBes osmoprotetoras.
Utilizando a mesma técnica, Araujo et al. (2024) comparou os tratamentos controle (sem
imersdo em NL-) com os tratamentos com imersdo em solugdo crioprotetora PVS2 e
congelamento a baixas temperaturas e verificaram que o0s apices caulinares se mostraram
viaveis para essa conservacao prolongada da mangabeira.

Os protocolos de criopreservacao sdo bastante promissores, mas ainda enfrentam
algumas dificuldades, sobretudo na escolha da espécie, ligados a recalcitrancia. O
Theobroma cacao, € um exemplo disso, que devido aos diversos processos de
manipulacdo até o congelamento, causa grande estresse ao material vegetal. Nessa
espécie, os trabalhos disponiveis de criopreservacdo tém utilizado como explante
embrides somaticos maduros, imaturos e brotos axilares (Pence, 1991; Fang; Wetten;
Hadley, 2004; Adu-Gyamfi; Wetten, 2020). Utilizando principalmente da técnica
vitrification com percentual de 74,5% sobrevivéncia ap0s a criopreservacao, sendo um
protocolo eficaz para os gendtipos testados (Adu-Gyamfi; Wetten, 2012).

No entanto, ainda esbarra em outros fatores como: genotipo-dependente
(Maximova et al., 2002; Kahia et al., 2017), altas taxas de oxidacdo (Huq et al., 2024)
dificultando respostas positivas para a criopreservacdo. Necessitando dessa forma,
realizar mais pesquisas, relacionando-as a estudos histoanatbmicos, moleculares e
fisioldgicos, bem como procedimentos de recuperacao para os explantes criopreservados
(Benelli 2021).

Diante do exposto, 0 objetivo deste capitulo foi desenvolver um protocolo para
criopreservacdo de calos de acessos de cacaueiro (Theobroma cacao L.), mantendo a
viabilidade do material apos congelamento (viabilidade e potencial de regeneracdo), e
identificar e analisar possiveis reacdes adversas da criopreservacao por meio das técnicas

de anatomia.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Foram utilizados como explantes estaminddios oriundos de botdes florais
fechados de Theobroma cacao L. (cacaueiro) (Fig. 1), retirados de diferentes gendétipos
comerciais (CCN-51, CEPEC 2002 e PH 16) - dentro de casa de vegetacdo e nédo
comerciais (752 e 762) - ambiente externo. Os explantes foram coletados, durante o
periodo diurno, dentro da area da Embrapa de Recursos Genéticos e Biotecnologia,
situada em Brasilia- DF. Apds coleta, os botdes florais foram conduzidos ao Laborat6rio
de Cultura de Tecidos 11, localizado na mesma unidade da Embrapa.

Os boto6es florais foram desinfestados dentro da camara de fluxo laminar e
colocados em imerséo em alcool 70% (v/v), durante trés minutos, seguida de imersao em
solucéo de hipoclorito de sddio (NaClO) 0,5% por 10 minutos. Posteriormente, realizou-
se trés sucessivas lavagens (cinco minutos cada) em agua destilada e autoclavada, para

retirada do excesso de NaClIO.
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Figura 1. Caracterizacdo morfologica de flores de Theobroma cacao L. (cacaueiro). A.
Botdes florais de cacaueiro fechados. B. Botdo floral fechado (B1) e aberto (B2). C.
Sépala (C1), pétala (C2), gineceu (C3), estame (C4) e estaminddio (C5). Abreviacédo: gp,
grdos de pdélen. Escalas: B1, B2 =1 cm; C2, C5=0,5cm e C3, C4 = 0,25 cm.

2.2 Técnicas de pré-condicionamento
Para avaliar a sobrevivéncia de estaminddios de flores de Theobroma cacao L.

submetidos a diferentes tratamentos de pré- cultivo em sacarose, e osmoprote¢do seguidos
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ou ndo de congelamento em Nitrogénio Liquido (NL), foram realizados trés experimentos
de pré- condicionamento (Fig. 2):

Estaminédios

e —
I | I— 1
Experimento 1: Pré- cultivo Experimento ZZSLTJ‘;rOSnéO em Loading Experimento 3: Imerséo em PVS 2
E1- 752 e 762
CCN-51; CEPlEC 2002 e PH CCN-51 e 752
T I
I i ) Resultado da LS
Resultado do pré- cultivo
Controle; 0,3 M; 0,4 Me 0,5 r - 1
M I
Controle; 20; 40 NL- e NL+
T Controle; 10; 20; 30; 40; 50; 60 e 120 e 60 min
min
Controle; 24 h; 48 h; 72 h; 96 h T —— Resultado do

I PVS 2

Resultado do pré-
cultivo

Resultado da LS

Figura 2. Representacdo dos experimentos de pré- cultivo e de imerséo em diferentes periodos
nas solucdes crioprotetoras para criopreservacéo de diferentes gendtipos de Theobroma cacao
L. (cacaueiro).

2.2.1 Pré- cultivo em sacarose

Foram escolhidos trés genotipos comerciais (CCN-51, CEPEC 2002 e PH 16)
inoculados em meios contendo 0,3; 0,4 e 0,5 M de sacarose em quatro diferentes tempos,
sendo eles: 24, 48, 72 e 96 horas. Avaliaram-se 0 percentual de sobrevivéncia dos
explantes (caracterizada pela capacidade de formacéo de calos), a proporc¢éo de oxidacao,
a posicdo de surgimentos de calos primarios e os tipos de calos formados, ap6s 28 dias
em meio de inducdo de calos (MIC) (Tabela 1) (Li et al., 1998). Adotou-se delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repeticOes para cada tratamento (cada repeticao

representada por um estamindédio).

2.2.2 Imersdo em loading solution (LS)- osmoprotecéo

Os tratamentos consistiram na imersdo dos estaminddios na solucao crioprotetora
(LS) contendo 4,43 g/L de MS (Murashige; Skoog, 1962), 136,8 g/L de sacarose, 147,4
ml/L de glicerol, diluidos em agua Milli-Q, com pH da solucéo ajustado para 5,8 +0,1; a
solucdo foi esterilizada por uso do filtro de nitrocelulose (tamanho do poro: 0,22 um) por
10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120 minutos, apds a pré- cultivo em 0,3 M de sacarose (melhor
resultado do experimento anterior). Utilizaram-se explantes oriundos de dois genotipos,

CCN-51 (comercial) e 752 (ndo comercial). Foram analisadas a taxa de sobrevivéncia
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(caracterizado pela capacidade de formacdo de calos), percentual de cobertura dos
estaminodios com calos, a proporcao de oxidacao e os tipos de calos formados, apés 7,
14 e 28 dias em meio MIC. Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com 15

repeticdes para cada tratamento (cada repeticao representada por um estaminddio).

2.2.3 Imersdo em solucdo de plant vitrification solution 2 (PVS2)- osmoprotegéo

Para esse experimento foram utilizados os genétipos 752 e 762, ap6s o pré- cultivo
em 0,3 M sacarose e imersdo em 20 min em LS, os estaminddios foram imersos em
solugédo PVS2 composta por 4,43 g/L de sais de MS, 136,8 g/L de sacarose, 240 ml/L de
glicerol, 136,4 ml/L de Dimetilsulfoxido (DMSOQ), 134,8 mL/L de etileno glicol, diluidas
em agua Milli-Q, com pH ajustado para 5,8 + 0,1; a solucéo foi esterilizada em filtro de
nitrocelulose (tamanho do poro: 0,22 um), por 20, 40 e 60 minutos, e posterior imersao
em nitrogénio liquido. Avaliaram-se 0 percentual de sobrevivéncia (caracterizado pela
capacidade de formacdo de calos), a posi¢do de surgimento de calos e os tipos de calos
apos 14 e 28 dias. Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes

para cada tratamento (cada repeticdo representada por um estaminodio).

2.3 Primeira tentativa de criopreservacgao
2.3.1 Criopreservacao - Aplicacdo das técnicas vitrification e droplet vitrification

Para a execucdo 0 experimento, utilizaram-se dois tipos de explantes:
estaminddios inteiros com calo (Fig. 3A) e/ou parte basal dos estaminddios com calo (Fig.
3B). Foram utilizados estaminddios coletados do genotipo ndo- comercial 752,
inoculados em meio de inducéo de calos (MIC) (Tabela 1) (Li et al., 1998) em placas de
Petri estéreis (15 x 90 mm), por 14 dias para a formacao inicial dos calos. Apos esse
periodo, para o pré- cultivo, os explantes foram transferidos para um novo meio de cultivo
contendo 0,3 M de sacarose e 0s quais foram mantidos nesse meio por 48 h, conforme

estabelecido previamente (topico 2.2).
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Figura 3. Tipos de explantes de Theobroma cacao L. (cacaueiro) utilizados no

experimento. A. Estaminddio inteiro com calo. B. Parte basal do estaminddio com calo.
Abreviacoes: cg, calo granular, cn, calo nodular, est, estaminédio. Escalas: A =1 mm; B

=0,5mm.

2.3.1.1 Controle

No tratamento controle (sem imersd@o em nitrogénio liquido), ambos os explantes
foram colocados diretamente em meio de inducgéo de calos (MIC) conforme as descrigcdes
de Li et al. (1998), por mais de 120 dias, com subcultivos a cada 14 dias. Apds esse
periodo, os explantes foram transferidos para meio de multiplicacdo de calos (MMC)
(Tabela 1) (Li et al., 1998), onde permaneceram por 14 dias. Posteriormente, foram
transferidos para o meio de desenvolvimento de embriées somaticos (MDE) (Tabela 1)

(Li et al., 1998), onde foram mantidos por 90 dias, com subcultivos a cada 14 dias.
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Tabela 1. Composicdo dos meios de cultivo de Theobroma cacao L. conforme protocolo

de Li et al. (1998) e modificacGest. Meio de indugéo de calos (MIC), de multiplicacéo de

calos (MMC) e de desenvolvimento de embrides somaticos (MDE) para experimentos de

pré-condicionamento e criopreservagao.

Componente MIC MMC MDE
Macronutrientes (mg L.-1)

K2S04 1559 990 1559
NH4NO3 1416 400 1416
Ca(NO3)2 1367 386 1367
MgSOa4 361,49 180,7 361,49
KH2PO4 265 170 265
CaCl2 112,5 72,5 112,5
Naz EDTA 454 37,3 45,4
FeSO4. 7H20 33,8 27,8 33,8
Micronutrientes

MnSO4.H20 33,5 22,3 33,5
H3BOs3 4.8 6,2 4,8
Na2Mo0a4.2H20 0,39 0,25 0,39
CuS04.5H20 0,25 0,25 0,25
Zn(NO3)2.6H20 17 - 17
ZnS04.7H20 - 8,6 -
Vitaminas

Mio-inositol 200 100 100
Tiamina HCI 2 10 2
Acido nicotinico 1 1 1
Piridoxina HCI - 1 -
Aminoacidos (mg L-1)

Glicina 2 - 2
Glutamina 250 - -
Reguladores de crescimento (mg L-1)

2,4 diclorofenoxiacético (2,4 -D) 1,99; 3* 1,99 -
Tidiazuron (TDZ) 0,005 - -
Cinetina - 0,3 -
Gelificante (g L-1)

Phytagel® 2 2,2 2
Outros (g L-1)

Glicose 20 20 1
Sacarose - - 30

*A modificacdo do meio de inducéo de calos (MIC) ocorreu com acréscimo de 2,4 D para a criopreservagéo.
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2.3.1.2 Vitrification

Para a aplicagdo da técnica de vitrification (Fig. 4), apds o periodo de formacéo
de calos e pré- cultivo em sacarose, 0s dois tipos de explantes (estaminddios inteiros com
calo e parte basal dos estaminddios com calo) foram colocados em soluges
crioprotetoras. Primeiramente, foram imersos em loading solution (LS) por 20 minutos.
Em seguida, foram imersos em solu¢do de PVS2 por 40 minutos. Ao final desses
periodos, as amostras foram colocadas em criotubos e imersos em criotanques com
nitrogénio liquido (-196°C) por 48 h. Para descongelamento e recuperacdo do material
vegetal, os criotubos foram colocados em banho-maria (40 °C) por 120 segundos. Logo
apds, em cdmara de fluxo laminar, foram imersos em Rewarming Solution (RS) contendo
4,43 g/L de MS e 205,2 g/L de sacarose, diluidos em agua Milli-Q, com o pH ajustado
para 5,8 + 0,1 e esterilizados em filtro de nitrocelulose (tamanho do poro: 0,22 puM) por
20 minutos e depois inoculados em meio MIC por mais de 120 dias, com subcultivos a
cada 14 dias.

Vitrification

Estaminddio inteiro MIC Meio com sacarose

o
LS PVS 2

- ¥

RS Banho- maria
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Figura 4. Representacdo das etapas de vitrification aplicadas ao gendtipo ndo comercial

752 de Theobroma cacao L.

Em seguida, os explantes de todos os tratamentos (controle e NL+) foram
transferidos para meio de multiplicacdo de calos (MMC) (Li et al., 1998), sendo mantidos
nesse meio por 14 dias. Posteriormente, foram transferidos para o meio desenvolvimento

de embrides somaticos (MDE) (Li et al., 1998) por 28 dias, com subcultivos a cada 14
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dias. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento, sob 25 + 2 °C, e
acondicionados no escuro.

Apos 120 dias em MIC, os dois tipos de explantes (estaminddios inteiros com calo
e parte basal dos estaminddios com calo) submetidos a técnica vitrification e imersos ou
ndo (controle) em nitrogénio liquido (NL+, NL-, respectivamente), foram avaliados
quanto ao percentual de formacéo de calos.

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial duplo (2x2), para a anélise do efeito do tipo de explante (estaminddios inteiros
com calo e parte basal dos estaminddios com calo) e imers&o em nitrogénio liquido (NL+
e NL-) durante a aplicagdo da técnica de vitrification, o que totalizou quatro tratamentos,
com 25 repeti¢des cada, sendo cada repeticdo composta por um explante.

2.3.1.3 Droplet Vitrification

Para a aplicacdo da técnica droplet vitrification (Fig. 5), foram utilizadas apenas
as partes basais dos estaminodios com calos, que apos a inoculacdo para formacéo de
calos e posterior pré- cultivo em sacarose, foram criopreservadas de acordo com protocolo
descrito por Vollmer et al. (2021), com modificacdes relacionadas aos tempos de
imersdes nas solucdes crio-protetoras. Inicialmente, eles foram imersos em LS e PVS2
pelos mesmos tempos citados anteriormente. Antes do término do periodo (cinco minutos
antes), os explantes foram coletados, com o auxilio de uma pinca, e colocados em gotas
de PVS2 (aproximadamente 20-25 L) adicionadas sobre uma tira de papel aluminio (5
x 20 mm, com dobra de 3 mm). As tiras contendo as gotas com os explantes imersos
foram resfriadas em nitrogénio liquido e inseridas nos criotubos, os quais foram
acondicionados em canisters e colocados dentro de containers (tubos de aluminio)
contendo nitrogénio liquido por 48 h.

Ap0s 48 h em nitrogénio liquido, os criotubos foram descongelados diretamente
na solucdo Rewarming Solution (RS). Apo6s 20 minutos, os explantes foram colocados
sobre papéis filtro (1 x 1 cm), por 1-3 minutos, para retirada do excesso de RS. E
inoculados em meio MIC por um periodo superior a 120 dias, com subcultivos realizados

a cada 14 dias.
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Figura 5. Representacdo das etapas de Droplet Vitrification nos aplicadas ao genotipo
ndo comercial 752 de Theobroma cacao L.

Os explantes do tipo parte basal dos estaminddios com calo submetidos a droplet
vitrification, imersos ou nao (controle) em nitrogénio liquido (NL+, NL-,
respectivamente), também foram avaliados quanto ao percentual de formacao de calos
apos 120 dias em MIC modificado. J& aos 30 dias de cultivo em MDE, todos os explantes
foram avaliados quanto ao percentual de oxidacdo (escurecimento) e a formacdo de
embrides somaticos.

Ao final adotou-se 0 mesmo delineamento e esquema fatorial duplo (2x2), para a
analise do efeito da técnica de criopreservacao (vitrification e droplet vitrification) e
imersdo em nitrogénio liquido (NL+ e NL-), totalizando 4 tratamentos com 25 repeti¢6es
cada, sendo cada repeticdo composta por um explante. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey, a 5% de significancia, por meio do software estatistico R (R Core Team, 2023).

2.3.1 Anélises anatbmicas

Para analise anatémica, foram coletados estaminoddios cultivados por 14 dias em
MIC, submetidos ao pré- cultivo em 0,3 M de sacarose por 48 h e, em seguida, as técnicas
de vitrification ou droplet vitrification (20 min em LS; 40 min em PVS2), com e sem

imersdo em nitrogénio liquido (controle), conforme descrito em topico anterior.
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Apos 45 dias de cultivo em meio de inducdo (MIC) foram coletadas amostras dos
tratamentos controle, vitrification e droplet vitrification. Adicionalmente, foram
coletadas amostras desses tratamentos ap6s 90 dias em MDE.

As amostras foram submetidas as etapas fixagdo, desidratacdo, pré-infiltracdo,
infiltracdo e polimerizagdo conforme Silva-Cardoso et al. (2019). Para a fixacgdo, as
amostras de cada um dos tratamentos citados acima, com e sem formacéo de calos, foram
coletadas e colocadas dentro de microtubos com solucdo de Karnovsky modificada
(Karnovsky, 1965), composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampédo
cacodilato de s6dio 0,05 M (pH 7,2), sob vacuo, durante uma hora e, posteriormente, por
23 h em ambiente refrigerado. Em seguida, foram realizadas imersées em solucéo de
cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2), por trés vezes, por uma hora cada, sob vacuo. Ap6s
a Gltima lavagem, o material foi mantido nessa solugdo por 24 h. Para a desidratagéo, as
amostras foram submetidas a um gradiente crescente etanolico (30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 100%), por uma hora cada (sob vacuo).

A etapa de pré-infiltracdo foi dividida em duas fases: primeiro as amostras foram
imersas em etanol 100% + resina (1:1), durante 24 h, em ambiente refrigerado (primeira
hora sob vacuo), acrescidas de duas imersdes em resina pura, por 6 h e 24 h,
respectivamente (ambas por uma hora, sob vacuo). Nas etapas de infiltracdo e
polimerizacdo em historesina (Leica, Heidelberg, Alemanha), seguiram-se as
especificagdes do fabricante.

SeccOes longitudinais e transversais (3-7 um) foram obtidas em microtomo
rotativo manual (Leica®, RM212RT). Essas sec¢Oes foram, entdo, distendidas e aderidas
as laminas microscopicas em placa aquecida a 40°C. Logo apo6s, foram coradas com Azul
de Toluidina (0,5%) para caracterizacdo estrutural (O’Brien; Feder; Mccully, 1964). A
obtencdo e analise de imagens foram realizadas utilizando-se microscépio Leica DM 750

e programa Leica Application Suite EZ.

2.4 Segunda tentativa de criopreservacao
2.4.1 Criopreservacao - Aplicacdo da técnica droplet vitrification sobre dois tipos
de explantes

O tratamento droplet vitrification foi aplicado exatamente como descrito no topico
anterior, com e sem imersdo em NL, seguindo as etapas descritas e representadas

conforme Figura 6. Todavia, testaram-se dois tipos de explantes (estaminddios inteiros
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com calo e parte basal dos estaminddios com calo) do genotipo ndo- comercial 752 e,
apos, aplicacdo dos tratamentos, os explantes foram cultivados em meio MIC modificado
(3 mg/L de 2,4-D) (Tabela 1) (Li et al., 1998) e mantidos em sala escura, a 25 + 2 °C, por
21 dias, com um Unico subcultivo no 14° dia. Em seguida, 0s explantes seguiram o
protocolo de Li et al. (1998), até a etapa de desenvolvimento de embrides somaticos. Os
tratamentos consistiram em um controle, caracterizado por explantes ndo imersos nas
solucBes crioprotetoras (LS, PVS2) e sem imersdao em nitrogénio liquido (NL-), e um
tratamento onde os explantes foram imersos nas solugdes crioprotetoras (LS, PVS2) mas
sem imersdo em nitrogénio liquido (NL-).

Droplet Vitrification

MIC

Estaminddio inteiro

kY Tr
MIC modificado RS 5
= e ﬂ bl g
| s . ‘ ‘ } I &b i
[ CRYQIDS.VER Criotubos
Criotanque '

Figura 6. Representacdo das etapas da técnica Droplet vitrification, sem o pré- cultivo

em sacarose, aplicada ao genotipo 752 (ndo comercial) de Theobroma cacao L.

Para este experimento, o delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2x2), caracterizado por dois tipos de explantes (estaminddios inteiros com calo
e parte basal dos estaminddios com calo) e dois tratamentos de imersdo em NL (NL+ e
NL-), com um controle adicional. Cada tratamento foi composto por dez repeti¢des, cada
qual correspondente a um explante.

Avaliaram-se o percentual de oxidacdo, assim como 0Ss percentuais de
recobrimento dos explantes com calos, os tipos de calos formados (nodular, granular e
irregular- calo sem formato definido) e area do explante coberta por calos, apés 21 dias
em meio MIC. Apos 30 dias em MDE, avaliou-se a taxa de formacdo de embrides

soméaticos formados em cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
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variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia, por meio do software estatistico R (R Core Team, 2023).

2.5 Criopreservagdo - Aplicacdo de diferentes tratamentos de slow cooling e
vitrification

Nestes experimentos, foram utilizados estaminddios provenientes do genotipo
ndo- comercial 762, os quais foram previamente cultivados em MIC (Li et al., 1998),
durante 14 dias, para a formacdo inicial dos calos. Apds esse periodo, os explantes foram
destinados aos tratamentos visando a criopreservacao, seguindo as etapas descritas na
Figura 7.

Os tratamentos consistiram em: 1) controle (sem imersdo em solucdes
crioprotetoras e sem exposi¢do ao nitrogénio liquido — NL-); 2) imersdo em solucdes
crioprotetoras e NL-; 3) técnica slow cooling — Mr. Frosty- Nalgene® (com imerséo em
solucBes crioprotetoras e exposi¢cdo ao nitrogénio liquido — NL+) (Fig. 7A) e 4)
vitrification (Fig. 7B). Em todos os tratamentos, exceto no controle, os explantes
(estaminadios inteiros com calos) passaram por imersdes em solucdes crioprotetoras (120
min em loading solution — LS e 50 min em plant vitrification solution 2— PVS 2).

Para o tratamento controle, os explantes foram inoculados diretamente em meio
de inducdo de calos modificado - MIC (3 mg/L de 2,4 D) (Li et al. 1998). Para o
tratamento apenas nas solucdes crioprotetoras, os explantes foram imersos nas solugdes
LS e PVS2 nos periodos respectivos, porém sem imersdo em nitrogénio liquido (NL-), e,
logo apos as imersdes, foram inoculados em MIC modificado.

Para o tratamento slow cooling, os estaminddios com calos foram imersos em LS
e posteriormente transferidos para criotubos estéreis (2 mL de capacidade) contendo
solucdo de PVS2. Em seguida, os criotubos foram colocados em um recipiente de
policarbonato (Mr. Frosty- Nalgene®) com alcool isopropilico (Fig. 8A), o qual permite
um resfriamento de 1°C/min. Esse recipiente foi mantido em um ultra freezer vertical
(Thermo SCIENTIFIC -80°C) overnight (Fig. 8B). Logo ap0s, os criotubos foram imersos
em NL por 48 h. Ja o tratamento vitrification consistiu em imersdo dos explantes nas
solucdes crioprotetoras nos periodos descritos, seguido do acondicionamento dos

criotubos em canisters, e posterior imersdo em containers contendo NL por 48 h.
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Figura 7. Representacdo das etapas da técnica slow cooling aplicada aos estaminodios do

gendtipo 762 (ndo comercial) de Theobroma cacao L.

Para o descongelamento, os criotubos foram retirados do NL, com auxilio de um
alicate, e colocados em banho-maria (40° C), por 120 segundos. Os explantes foram
retirados dos criotubos e inoculados em placas de Petri estéreis (15 x 90 mm), contendo
MIC modificado (3 mg/L de 2,4-D) (Li et al., 1998) e mantidas em sala escura, a 25 + 2
°C, por 21 dias, com um subcultivo realizado apds 14 dias. Ao final desse periodo,
avaliaram-se 0s percentuais de oxidacdo e de formacdo de calos primarios, o local de
surgimento dos calos e os tipos de calos formados. Posteriormente, foram transferidos
para MMC, onde permaneceram por mais 14 dias, sendo avaliadas as mesmas variaveis
acima mencionadas. Logo apdés, foram inoculados em MDE, por 28 dias, com subcultivos
realizados a cada 14 dias. Apds esse periodo, avaliou-se a formacdo de embrides

somaticos.
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Figura 8. Equipamentos utilizados para aplicacdo dos tratamentos de congelamento de

estaminddios com calos de Theobroma cacao (cacaueiro). A. Recipiente de policarbonato
para técnica de slow cooling (seta vermelha). B. Freezer de armazenamento a -80° C.

Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado, sendo composto por 4
tratamentos. Cada tratamento foi formado por 10 repeticGes, sendo cada repeti¢do
composta por um estaminddio. Avaliaram-se percentual de recobrimento dos explantes
com calos, oxidacdo dos calos primarios durante 21 em MIC e 14 dias em meio de
multiplicacdo de calos (MMC) e surgimento de embrides somaticos aos 30 dias em MDE.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa de

analises estatisticas R (R Core Team, 2023).
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3 RESULTADOS
3.1 Estabelecimento das condi¢Bes iniciais para criopreservagdo (pré-
condicionamento)

3.1.1 Pré- cultivo em sacarose

Para o tratamento controle, sem inoculagdo em meio de cultivo com maiores
concentragdes de sacarose (Tabela 2), houve um alto percentual de sobrevivéncia (100%)
para os gendtipos comerciais CCN-51 e CEPEC 2002, apds 28 dias em meio de indugdo
de calos (MIC). No entanto, para o PH 16 no mesmo periodo, apenas 50% de seus
explantes sobreviveram, sendo capazes de formar calos e 0s demais somente
apresentaram intumescimento.

Durante esse tempo, o percentual de recobrimento dos explantes com calos variou
entre 25 e 50%, surgindo principalmente na base dos estaminodios. Verificaram-se a
presenca de calos nodulares e granulares e baixa proporcéo de oxidacdo na maioria dos
casos. Conforme os dados apresentados na Tabela 1, verificou-se, de modo geral, que a
inoculacdo na concentracdo 0,3 M por 48 h garantiu alta taxa de sobrevivéncia dos

explantes (producao de calos), com o minimo de oxidacao.
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Tabela 2. Avaliacdo do pré- cultivo em sacarose de estaminddios dos gendtipos

comerciais de Theobroma cacao.

Percentual de

ncentracdo  Tempos - sobrevivéncia de  Percentual de
“ (M) ; (h? Genotipos explantes (28 oxidag&o de
dias) calos primérios
0 0 CCN 51 100% 0%
24 CCN 51 70% 100%
03 48 CCN 51 100% 0%
' 72 CCN 51 100% 0%
96 CCN 51 100% 0%
24 CCN 51 80% 50%
04 48 CCN 51 50% 50%
' 72 CCN 51 90% 30%
96 CCN 51 60% 100%
24 CCN 51 80% 50%
05 48 CCN 51 0% 0%
’ 72 CCN 51 0% 20%
96 CCN 51 80% 0%
0 0 CEPEC 2002 100% 0%
24 CEPEC 2002 0% 0%
0.3 48 CEPEC 2002 100% 0%
' 72 CEPEC 2002 100% 0%
96 CEPEC 2002 80% 100%
24 CEPEC 2002 20% 0%
0.4 48 CEPEC 2002 100% 0%
’ 72 CEPEC 2002 40% 100%
96 CEPEC 2002 0% 50%
24 CEPEC 2002 20% 0%
05 48 CEPEC 2002 80% 100%
’ 72 CEPEC 2002 60% 50%
96 CEPEC 2002 80% 50%
0 0 PH 16 50% 100%
24 PH 16 80% 0%
03 48 PH 16 80% 100%
’ 72 PH 16 0% 0%
96 PH 16 100% 0%
24 PH 16 40% 0%
0.4 48 PH 16 80% 50%
‘ 72 PH 16 0% 100%
96 PH 16 100% 0%
24 PH 16 0% 0%
0.5 48 PH 16 100% 0%
‘ 72 PH 16 0% 100%
96 PH 16 40% 100%
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3.1.2 Imerséo em loading solution (LS)

Tendo em vista o resultado do primeiro experimento, testes realizados em imerséo
em diferentes tempos em LS resultaram em valores bastante diferentes para as variaveis
avaliadas (Figs. 9-12).

Quanto ao percentual de sobrevivéncia dos explantes, avaliado pela capacidade de
formagdo de calos (Fig. 9), verificou-se que, para 0 genétipo 752, todos os tratamentos
mostraram uma progressao continua nas duas primeiras avaliacdes (7 e 14 dias) e
aumentando no Gltimo periodo (28 dias). Quando se compara com o tratamento controle,
que alcancou 100% de sobrevivéncia, outros tempos de imerséo proporcionaram 0 mesmo
resultado, especificamente 20, 40 e 120 minutos (Fig. 9).

120%

100%

80%
60%
40%
20%

0%

7 dias 14 dias 28 dias
Periodos de avaliagéo

Sobrevivéncia do genétipo 752 (%)

® Controle 10 minutos ® 20 minutos ™ 30 minutos
40 minutos ®50 minutos ®60 minutos ® 120 minutos

Figura 9. Percentual de sobrevivéncia dos explantes, avaliado pela capacidade de
formacédo de calos, de Theobroma cacao L. do gendtipo 752, apds imersao por diferentes

tempos em loading solution e inoculacdo em meio de inducdo de calos (7, 14 e 28 dias).
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J& quanto a taxa de oxidag&o dos calos formados (Fig. 10), para o genotipo 752,
verificou-se que 0s mesmos tratamentos citados anteriormente (controle, 20, 40, 120
minutos), nos primeiros tempos de avaliacdo (7 e 14 dias), ndo apresentaram oxidagéo
dos calos, a qual somente foi constatada, aos 28 dias de cultivo. Enquanto nos demais
periodos (10, 30, 50, 60 minutos), a oxidacao se iniciou aos 7 dias de cultivo, atingindo
valores expressivos nos tempos de imersao 10, 50 e 60 minutos, especialmente, apos 28

dias de cultivo.

~100%
90%
80%
70%

60%
50%
40%
30%
20% I
10%
o L 1 an

7 dias 14 dias 28 dias
Periodos de avaliacdo

Oxidacéo do gendtipo 752 (%

m Controle 10 minutos ® 20 minutos ™ 30 minutos
40 minutos ®50 minutos ®60 minutos =120 minutos

Figura 10. Analise de taxa de oxidacdo de calos primarios do genotipo comercial 752 de
Theobroma cacao, apds imersdo em loading solution por diferentes periodos, e avaliados

durante o cultivo em meio de inducéo de calos (7, 14 e 28 dias).

Quanto ao percentual de sobrevivéncia (capacidade de formacéo de calos) e a taxa
de oxidacdo dos explante (Figs. 11, 12) do gendtipo CCN-51, ndo se verificou nem
formacéo de calos nem oxidacgdo ap0s 7 e 14 dias de cultivo em meio de indugdo. Aos 28
dias, surgiram os primeiros calos nos estaminodios, com destaque para o tratamento
controle, seguido do tratamento de imersdo em LS por 20 minutos. Os demais periodos
de imersdo em LS proporcionaram taxa de formacéo de calos abaixo dos 50% (Fig. 11).
Valores de taxa de oxidagdo superiores a 50% foram encontrados apenas nos tempos
controle, 10, 60 e 120 minutos (Fig. 12).
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Figura 11. Avaliacdo da sobrevivéncia (capacidade de formacdo de calos) dos
estaminddios de Theobroma cacao do gendtipo CCN-51 submetidos a diferentes tempos
de imersdo em loading solution e avaliados durante o cultivo em meio de indug&o de calos
(7, 14 e 28 dias). *Nos periodos inicias de avaliacdo ndo houve formacao de calos, apenas

intumescimento dos estamindédios.

E quanto as analises estatisticas, a interacao entre os fatores testados (genotipos x
tempos de imersdo em LS) ndo foi significativa. Dessa forma, os efeitos dos fatores
simples foram investigados isoladamente. Em termos estatisticos, independentemente do
tempo de imersdo em LS, o gendtipo 752 (ndo comercial) apresentou melhor desempenho
com relacdo ao percentual de formacdo de calos, com valor médio de 93,8%, engquanto o
gendtipo CCN-51 (comercial) apresentou uma taxa de formacéo de 45%. Ja& com relagédo
ao tempo de imersdo em LS, verificou-se que, independentemente do gendtipo analisado,
a solucdo LS reduziu a formacdo de calos em todos os tempos analisados (valor médio de
67,0%), os quais diferiam estatisticamente do controle — ndo imersdo em LS (valor médio
de 93,3%). Diante dos resultados obtidos para ambos 0s genotipos, selecionou-se o tempo

de 20 minutos de imersdo em LS para continuacdo do protocolo de criopreservacao.
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Figura 12. Reacdo de oxidacdo de calos primarios no genotipo CCN-51 de T. cacao
imersos em loading solution e inoculados por até 28 dias em meio MIC. *Nos periodos
inicias de avaliacdo ndo houve oxidacdo dos calos, apenas intumescimento dos

estaminddios.

3.1.3 Imerséo em solucdo de plant vitrification solution 2 (PVS2)

Conforme as analises estatisticas para 0 genétipo 752, ndo houve interagéo entre
os fatores testados, e, portanto, foram estudados isoladamente. A imersdo em NL reduziu
significativamente a taxa de formacéo de calos (NL- = 96,6%, NL+ = 34,7%). Quanto
aos tempos de imersdo em solugdo PVS2, verificou-se que 60 min proporcionou maior
protecdo do explante que 20 min (Fig. 13). O tempo intermediario (40 min) ndo diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos.

Quanto ao percentual de cobertura do explante com calos, a interacdo entre 0s
fatores também ndo foi significativa. Constatou-se, similar ao reportado para a taxa de
formacédo de calos, que o tratamento NL+ diminuiu significativamente a area de cobertura
do estaminddio com calos, com valor médio de 20,8%, em comparacdo ao observado
quando os explantes foram submetidos ao tratamento NL- (62,5%). Com relacdo ao
percentual de cobertura dos explantes com calos, ndo foram verificadas diferencas

estatisticas entre os tempos de imersdo em solucédo crioprotetora.
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Figura 13. Efeito de diferentes tempos de imersdo de estaminddios (genotipo néo
comercial 752) com calos (regido basal) de cacaueiro (Theobroma cacao L.) em solugéo
PVS2, independentemente da imersdo ou ndo em Nitrogénio Liquido. Letras diferentes
indicam diferentes indicam diferencas estatisticas pelo Teste de Tukey, a 5% de

significancia. Barras representam o erro padréo.

A comparacdo dos dados oriundos do fatorial com o tratamento controle (sem
imersdo em PVS e em NL), para ambas as variadveis, evidencia diferencas estatisticas
entre eles. Para a taxa de formacdo de calos, o tratamento controle proporcionou valor
médio de 100%, enquanto o fatorial proporcionou 65,4%. Para a variavel cobertura do
explante com calos, o tratamento controle também se destacou (100%), enquanto o
fatorial resultou num decréscimo na area de cobertura (41,7%), como esperado.

Conforme as analises estatisticas, ndo houve interacdo entre os fatores testados
para 0 genotipo 762, e, portanto, seus efeitos foram estudados isoladamente. A imersao
em NL reduziu significativamente a taxa de formacéo de calos (NL- = 75%, NL+ = 4,9%),
similar ao reportado para o genOtipo 752, o que ratifica o efeito estressor do NL,
independente do genoétipo analisado. Quanto aos tempos de imersdo em solucdo PVS2,
ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os tempos testados (Fig. 14). Quanto
ao percentual de cobertura do explante com calos, a interacdo entre os fatores e o efeito
isolado dos fatores ndo foram significativos, com valores médios de 40,0% e 14,6% de

taxa de formacdo de calos e de cobertura do explante com calos, respectivamente. Tais
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valores foram consideravelmente inferiores ao verificado para o genotipo 752 e evidencia

a responsividade calogénica dependente do gendtipo.
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Tempo de imersdo em PVS2

® Formacéo de calos (%) = Cobertura do explante com calos (%)

Figura 14. Efeito de diferentes tempos de imersdao de estaminodios (genotipo néo
comercial 762) com calos (regido basal) de cacaueiro (Theobroma cacao L.) em solucao
PVS2, independentemente da imersdo ou ndo em Nitrogénio Liquido. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas pelo Teste de Tukey, a 5% de significAncia. Barras

representam o erro padrao.

A comparacdo dos dados oriundos do fatorial com o tratamento controle (sem
imersdo em PVS e em NL), para ambas as variaveis, evidencia diferencas estatisticas
entre eles. Para a taxa de formacdo de calos, o tratamento controle proporcionou valor
médio de 87,5%, enquanto o fatorial proporcionou 40%. Para a variavel cobertura do
explante com calos, o tratamento controle também se destacou (87,5%), enquanto o
fatorial resultou num decréscimo na area de cobertura (14,6%), como esperado. Diante
dos resultados obtidos para ambos os gendtipos, selecionou-se o tempo de imersdo em

PVS2 40 min para continuacdo do protocolo de criopreservacao.
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3.2 Primeira tentativa de criopreservagao
3.2.1 Efeitos da aplicacdo das técnicas vitrification e droplet vitrification sobre dois tipos
de explantes
3.2.1.1 Anélises morfoldgicas

No intervalo de 14 a 45 dias de inoculagdo em meio de indugédo de calos, ambos
os explantes (estaminddios inteiros com calo e parte basal dos estaminddios com calo)
permaneceram Vvivos para todos os tratamentos. Aqueles oriundos dos tratamentos que
passaram por imersdes em nitrogénio liquido (NL+), independentemente se submetidos
a vitrification ou droplet vitrification, exibiram coloragdo mais escura (Fig. 15A). Na
maioria dos explantes submetidos ao NL, ndo houve o surgimento de novos calos e,
quando aparentes, esses calos possuiam formato irregular e consisténcia hiper-hidratada
(Fig. 15A, B). Ja para os tratamentos controles (NL-), para ambas as técnicas a

vitrification ou droplet vitrification, foram visiveis a formagdo e desenvolvimento de

novos calos granulares e/ou nodulares (Fig. 15C).

Figura 15. Aspectos morfoldgicos de calos de Theobroma cacao L. (gendtipo 752)
submetidos a diferentes pré-tratamentos para criopreservacao, imersos ou ndo em
nitrogénio liquido (NL+ e NL-, respectivamente). A. Parte basal de estaminddio com
calos pré-formados, com coloracdo escura, e surgimento de calo novo, com coloragédo

mais clara, ap0s tratamento de droplet vitrification e NL+. B. Surgimento de calos, com
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aspecto hiper-hidratado, sobre calos pré-formados (regido pontilhada), no tratamento
droplet vitrification e NL+. C. Calos granulares oriundos do tratamento vitrification e
NL-. D. Massa calogénica hiper-hidratada com oxidacdo (regifes escuras) e calos
granulares esbranquicados secos, oriundos do tratamento droplet vitrification e NL-. E.
Calos escurecidos hiper-hidratados e calos granulares esbranquicados secos provenientes
do tratamento droplet vitrification e NL-. F. Explante oriundo do tratamento droplet
vitrification e NL- com calos semifriaveis oxidados. Setas indicam &reas oxidadas.
Abreviagdes: cg, calo granular, cgs, calo granular seco, ch, calo hiper-hidratado, cn, calo
nodular, csf, calo semifridvel. Barras: A-C =1 mme D-F =2 mm.

Por ndo apresentarem mudancas significativas, os materiais foram mantidos em
meio de inducdo de calos por 120 dias, sendo possivel identificar, em ambos o0s
tratamentos, o surgimento de novos calos, geralmente de coloragdo mais clara (Fig. 15B),
com aumento de volume (Fig. 15D), incremento dos escurecimentos (oxidagéo) nos calos
pré-formados. Além disso, foi observado a presenca de calos com caracteristicas
morfoldgicas variadas, dentre as quais mencionam-se coloracdo variando entre preto,
marrom, branco e amarelo e consisténcia seca e compacta (calos granulares) ou macia e
bastante hidratada (Fig. 15D, E), além de uma certa friabilidade (Fig 15F).

3.2.1.2 Vitrification (estatistica)

Com relacdo ao percentual de calos novos formados, apos 120 dias em meio de
inducdo de calos, oriundos do experimento utilizando-se a técnica vitrification, verificou-
se que a interacdo entre os fatores testados foi significativa (tipo de explante x imerséo
em NL) e, portanto, foi desdobrada (Fig. 16). Conforme o desdobramento, explantes do
tipo regido basal dos estaminddios com calos exibiram maior percentual de formacéo de
novos calos (98%) do que os explantes do tipo estaminddios inteiros com calos (55%),
guando ndo submetidos a criopreservacdo (NL-). Constatou-se também que a imersdo em
NL reduziu a formacdo de novos calos para ambos explantes testados (Fig. 16), similar

ao verificado no experimento abordado anteriormente.
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Figura 16. Comparacéo de criopreservacao e sua relacdo com os tipos de explantes de
Theobroma cacao L. (cacaueiro). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos referentes aos tipos de explantes (estaminodio com
calos ou apenas parte basal com formacdo de calos prévios) em cada tratamento de
imersdo (sem ou com imersdo em Nitrogénio Liquido, NL- e NL+) e letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos de imersdo, dentro de cada
tipo de explante, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Abreviacdo: Est.,

estaminddio. Barras representam erro padrao.

3.2.1.3 Comparacao das técnicas Vitrification e Droplet Vitrification

Quanto aos percentuais de formacao de calos novos oriundos de explantes parte
basal dos estaminddios com calos ja formados, cultivados por 120 dias em meio de
inducdo de calos e submetidos as técnicas de vitrification ou droplet vitrification,
verificou-se que, independentemente da realizacdo ou ndo da imersdo em NL, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas entre essas técnicas, com valor médio de 62,5% de calos
novos. Por outro lado, constataram-se diferencas entre os percentuais de formacao de
novos calos entre os tratamentos sem e com imersao em NL, com valores respectivos de
98% e 27%. Ou seja, a imersdo em NL comprometeu consideravelmente a formacao de
novos calos.

Aos 30 dias em meio de desenvolvimento de embriGes somaticos, ndo houve

desenvolvimento de embrides em nenhum dos tratamentos, apenas a progressdo da
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oxidacéo dos calos ja formados, além do surgimento de massas calogénicas semi-friaveis
(Fig. 15F). Para a técnica vitrification, notou-se, independentemente da realizacdo dos
tratamentos de imersdo em NL, uma alta taxa de explantes oxidados, com destaque para
aqueles da regido basal dos estaminddios com calos (83,5% de oxidacdo), cujo valor
diferiu estatisticamente do percentual oriundo dos explantes do tipo estaminddios inteiros
com formagcdo prévia de calos (65,5%). Adicionalmente, independentemente do tipo de
explante utilizado, verificou-se diferenga estatistica entre os tratamentos sem e com
imersdo em NL, com valores de 63,5% e 85,5%, respectivamente.

Quando se comparou a taxa de oxidacdo de explantes do tipo regido basal dos
estaminddios submetidos as técnicas droplet Vvitrification e vitrification,
independentemente da realizacdo ou ndo da imersdo em NL, ndo se constatou diferenca
estatistica entre os valores oriundos de tais técnicas, com valor médio de 83,5% de
oxidacdo. Por outro lado, o tratamento NL+ incrementou expressivamente a taxa de
oxidacdo dos calos, com valor médio de 92%, valor 18,47% maior que aquele oriundo do
tratamento NL-, independentemente da técnica utilizada (droplet vitrification e

vitrification).

3.2.2 Aspectos morfoanatdmicos de propagulos de Theobroma cacao L. criopreservados
3.2.2.1 Respostas aos 45 dias em meio de inducgéo de calos (MIC)

Os calos formados previamente a criopreservacao (NL+), independentemente da
técnica utilizada, geralmente, eram nodulares, bastante hidratados e escurecidos (alta taxa
de oxidacdo) (Fig. 17A). Os calos formados ap0s a criopreservacao surgiam como
protuberancias sobre o explante oxidado e apresentavam coloragdo mais clara (Fig. 17B).
As seccOes anatbmicas dos explantes (estaminddios com calos formados antes e apos a
criopreservacao) evidenciam, de modo geral, a natureza heterogénea da calogénese em

cacaueiro.
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cacao L. (genotipo 752), apos criopreservagdo via técnicas vitrification -V (C-H) e droplet-
vitrification- DV (I-L). A, C-E, I-J. Calos novos ausentes. B, F-H, K-L.
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Calos novos presentes. C-E. Técnica V e tratamento em nitrogénio liquido (NL+): notar
calos com células em aparente degeneracdo (setas). F-H. Técnica V e NL- (G-H, detalhe
de F): notar células ricas em compostos fendlicos (setas), células embriogénicas (cabecas
de seta) e proembrides (pontilhado). I-J, L. Técnica DV e NL+. K’. Técnica DV e NL-.
Abreviages: ca, calo; cm, calo nodular; est, estaminddio; pe, proembrido. Escalas: A, B=
1 mm; C, F,K=0,5mm; G, I, L=0,2mm; E, H, I, J, K= 0,05 mm.

Todos os explantes ja com calos presentes submetidos as técnicas de vitrification
e droplet vitrification, ap6s imersdo em NL, que ndo produziram calos apds a
criopreservacdo, exibiram, caracteristicas anatdmicas similares. As regiGes dos
estaminoides ndo reagentes apresentavam células vacuoladas ricas em compostos
fendlicos, mucilagem e os calos formados previamente exibiam células com sinais de
plasmolizacgéo (sem compartimentalizagdo clara entre nucleo e citoplasma e presenga de
paredes onduladas, com sinuosidades) (Fig. 17C-E, I-J). Como comentado anteriormente,
somente alguns explantes submetidos a droplet vitrification conseguiram gerar novas
massas de calos apds a criopreservacao (Fig. 17L).

Os calos novos formados apos aplicacdo da técnica droplet vitrification sem
imersdo em NL (um dos tratamentos controle) apresentavam celulas com caracteristicas
embriogénicas, algumas isoladas, outras em grupos, formando proembriGes com variados
numeros de células (Fig. 17K, K’). Além do mais, esses calos foram caracterizados pela
abundancia de compostos fendlicos (Fig. 17K’). Esses calos novos assemelham-se
histologicamente aqueles formados no tratamento controle (vitrification, sem imersédo em
NL) (Fig. 17F-H). J& os calos novos que surgiram de explantes submetidos a técnica
droplet vitrification, com imersdao em NL, foram caracterizados anatomicamente pela
presenca de grupos de células com caracteristicas meristematicas (alta relacdo nucleo:
citoplasma, com dimensdes reduzidas, sem vacuolos) envolvidas por uma camada de
células parenquimaticas ricas em compostos fendlicos e por uma camada mais externa de

células parenquimaticas desprovidas desses compostos (Fig. 17L).
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3.2.2.2 Respostas aos 90 dias em meio de desenvolvimento de embrides somaticos
(MDE)

Aos 90 dias em meio de desenvolvimento de embribes, alguns explantes
aumentaram seu volume em seus respectivos tratamentos, controle (sem imersdo em
nitrogénio liquido) e com imersdo em NL+, ocorrendo dois processos oxidacéo parcial
com formac&o de calos semi-fridveis (Fig. 18A) ou oxidacdo completa de seus calos (Fig.
18B).

Os cortes anatdmicos de calos escurecidos (oxidados) apos 90 dias em meio MDE
exibiram alta concentracdo de compostos fenolicos- coloracao esverdeada (Fig. 18C, E,
F, H) para ambos os tratamentos testados, além de mucilagem mais arroxeada (Fig. 18B)
mais arroxeada. Além disso, foram encontradas poucas células com nucleo e nucléolos
visiveis, a maioria delas eram vacuoladas.

Os calos semifriaveis oriundos da técnica de vitrification (Fig. 18D), nos
tratamentos controle e NL+, apresentavam predominancia de células vacuoladas, com
baixa densidade de células com caracteristicas embriogénicas. Salienta-se que, nesse
tempo de avaliacéo verificaram-se sinais de plasmolizacédo (Fig. 18G), como mencionado
anteriormente, apenas para o tratamento com imersdo em NL+.

Para os calos semifriavéis provenientes da técnica de droplet vitrification,
verificou-se a predominancia de celulas vacuoladas, algumas poucas com perfil
embriogénico (com nucleos e nucléolos evidentes, sinais de isolamento) (Fig. 18E). No
tratamento NL- visualizaram-se uma maior quantidade de células caracteristicas
embriogénicas se comparado a0 mesmo tratamento para a vitrification (Fig. 18F). Ja no
tratamento NL+, essas células quase eram inexistentes, sendo evidente apenas células

vacuoladas (Fig. 18H), compostos fendlicos e mucilagem.
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Figura 18. Morfologia (A-B) e anatomia (C-H) de calos de Theobroma cacao L.

(genotipo 752), apds criopreservacao via técnicas vitrification - V e NL- (B-D, H), NL+
(G) e droplet-vitrification- DV e NL- (A, E-F). A. Calos semi-friaveis. B. Calos com
oxidacdo completa evidenciando alta concentracdo de compostos fenolicos. D. Calos
semi-friaveis com células vacuoladas e células com caracteristicas embriogénicas
isoladas e envolvidas por mucilagem (retangulo). E, F. Células vacuoladas e células
embriogénicas com nucleo e nucléolo evidentes (seta) e proembrides. G. Células com
sinais de plasmolizacao (cabeca de seta apontam citoplasma degenerado). H. Células com
vacuolos visiveis e pro-embrides. AbreviacOes: ca: calo; cf: calo semifriavel; cv: célula
vacuolada; muc: mucilagem. Escalas: A =2 cm, B =1 cm, C, E-G =200 uM, D = 100
MM, H =50 pM.
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3.3 Segunda tentativa de criopreservacao
3.3.1 Aplicacdo da técnica droplet vitrification sobre dois tipos de explantes
3.3.1.1 Respostas morfologicas

Quanto ao genotipo 752, no tratamento controle caracterizado por explantes nao
imersos nas solucgdes crioprotetoras (LS, PVS2) e sem imersdo em nitrogénio liquido
(NL-), os explantes permaneceram se desenvolvendo, com continuo crescimento de
massas de calos com formatos granulares e/ou nodulares e coloracdo que variou de
transllcida a rosada. Além disso, observou-se o inicio de escurecimento (oxidacdo) dos
calos primarios (Fig. 19A, B). Para ambos os explantes, o resultado foi similar, mostrando
que o seccionamento do estaminddio ndo interfere na formacéo e desenvolvimento de
calos.

Para o tratamento, no qual os explantes foram imersos nas solucfes LS, PVS2 e
NL-, percebeu-se que os calos primarios pré-formados em ambos explantes exibiram
oxidacdo, com coloracdo marrom claro. Todavia, esse escurecimento, ndo atrapalhou o
surgimento de novos calos, transltcidos e bastante hidratados e, com formatos irregulares
(Fig. 19C, D).

Para o tratamento com a técnica droplet vitrification (DV) ambos os explantes,
responderam de diferentes formas. Alguns apresentaram apenas escurecimento dos calos
pré-formados, os quais exibiam coloragdo marrom e aspecto aquoso (Fig. 19E, F) e outros
explantes desenvolveram novos calos com coloracdo avermelhada ou branca, com

formato arredondado e superficie lisa (Fig. 19G, H).
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Figura 19. Caracterizacdo morfologica de explantes do genétipo 752 de Theobroma
cacao L. (cacaueiro) em tratamento controle (NL-) e criopreservados (NL+);
estaminddio inteiro com calo na parte basal (A, C, E, G) e parte basal do estaminodio
com calo (B, D, F, H). A, B., Explantes oriundos do tratamento controle sem imerséao
em LS, PVS2 e NL. C, D. Explantes oriundos do tratamento imersédo em LS, PVS2 e
NL-.
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E, F. Explantes provenientes do tratamento droplet vitrification e NL+ apresentando
calos pré-formados escurecidos. G-H. Explantes advindos do tratamento droplet
vitrification e NL+ com surgimento de calos; seta e linha pontilhada indicam formacéao
de calo novo. Abreviages: cn, calo novo, est, estaminddio. Escalas: A, C, D, E, F =2
mm; B, F, H=1,0 mm.

3.3.1.2 Respostas estatisticas

As andlises estatisticas para a formacéao de calos (Fig. 20A) mostraram interacdo
entre os fatores testados, sendo necesséario, portanto, realizar o desdobramento. A imerséo
em nitrogénio liquido (NL+) promoveu uma reducdo significativa na formacéo de calos
para ambos os explantes, principalmente para o explante do tipo parte basal com calo —
30% (Fig. 20A).
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Figura 20. Efeito de diferentes tratamentos para criopreservacdo sobre a formacéo de
calo (independente do tipo de calo) e de diferentes tipos de calos (%) a partir de
estaminoides inteiros com calos e regido basal do estaminddio com calos de Theobroma
cacao L. Abreviacgdes: NL- (sem imersdo em Nitrogénio Liquido), NL+ (com imersdo em
Nitrogénio Liquido), LS (loading solution) e PVS2 (plant vitrification solution 2). Letras
mindsculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos para criopreservacao

considerando cada tipo de explante e letras maiusculas indicam diferengas estatisticas
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entre os tipos de explantes considerando cada tratamento para criopreservacao, conforme
Teste de Tukey, a 5% de significancia. Barras representam o erro padrao.

Ao analisar apenas a formagdo de calos granulares (Fig. 20B), constatou-se
interacdo significativa entre os tratamentos, sendo esses fatores desdobrados. Observou-
se uma diminuicdo expressiva na formacao deste tipo de calo a partir do explante do tipo
parte basal do estaminddio, logo apds as imersdes em solugdes crioprotetoras. Verificou-
se ainda que o explante do tipo estaminddio inteiro apresentou formacdo desse tipo de
calo mesmo ap6s a imersdo em NL, o que ndo foi constatado para o explante do tipo parte
basal do explante.

Para a formacéo de calos nodulares (Fig. 20C), houve interacéo significativa entre
os fatores. A parte basal dos estaminddios se destacou com 100% de formacéo desse tipo
de calo no tratamento NL-, enquanto os estaminddios inteiros tiveram apenas 20% de
formagéo para 0 mesmo tratamento.

A formacdo de calos irregulares (Fig. 20D), por sua vez, so foi visualizada no
tratamento sem imerséao nas solugdes crioprotetoras e no NL, com destague em termos de

formacéo para estaminddios do tipo a parte basal desse explante (90%).
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Figura 21. Efeito de diferentes tratamentos para criopreservacéo sobre os percentuais de
area do explante coberta por calos, e formacdo de embrides somaticos a partir de
estaminddios de Theobroma cacao L. Abreviagdes: NL- (sem imersdo em Nitrogénio
Liquido), NL+ (com imersdo em Nitrogénio Liquido), LS (loading solution) e PVS2
(plant vitrification solution 2). Média seguidas de letras iguais, para cada variavel
analisada, indicam diferencas estatisticas conforme Teste de Tukey, a 5% de

significancia. Barras representam o erro padréo.

Ao avaliar a area do explante coberta por calos e a taxa de formacéo de embrides
somaticos quando transferidos para 0 MDE, foi constatada diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos de criopreservacdo avaliados, independente do tipo de explante utilizado
(Fig. 21). Conforme observado na Figura 21, o tratamento sem imersdo em solucGes
crioprotetoras e em NL proporcionou uma maior area de cobertura com calos (87,5%). Ja
embrides somaticos foram observados no tratamento controle (NL-= 25% de formacao)
(Fig. 21).
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Figura 22. Respostas de dois tipos de explantes (estaminddio inteiro e regido basal com

calo) de Theobroma cacao L., independentemente do tratamento de criopreservagédo

utilizado, com relacdo aos percentuais de cobertura do explante por calos, oxidacdo dos

calos e a formacdo de embrides somaticos. Médias seguidas por letras iguais, para cada

variavel analisada, indicam diferencas estatisticas, conforme Teste de Tukey, a 5% de

significancia. Barras representam o erro padréo.

Independentemente do tratamento de criopreservacdo, ndo se constataram

diferencas entre os tipos de explantes usados quanto a area de cobertura do calo (valor

médio 58,75%) e a taxa de formacdo de embrides somaticos (valor médio de 8,35%) (Fig.

22). No entanto, a parte basal dos estaminddios apresentou uma menor taxa de oxidacéo

(16,7%) em relacdo ao estaminddio inteiro.
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3.4 Efeitos de diferentes tratamentos de slow cooling e vitrification
3.4.1 Respostas morfologicas

Para 0 gendtipo 762, os explantes submetidos ao tratamento controle (sem imerséo
em solugdes crioprotetoras e NL-) apresentaram o desenvolvimento de calos granulares,
com distribuicdo por todo o estaminddio. Para o tratamento com imersdo em solucdes
crioprotetoras e NL-, observou-se um ligeiro escurecimento de alguns calos pré-formados
e na parte mediana do estaminddio. Apesar disso, verificou-se a formacéo de novos calos
nodulares e alguns granulares, com coloracdo amarelada e translucida (Fig. 23A).

No tratamento de vitrification, identificaram-se estaminddios com coloracdo
marrom claro a escuro, bem como a formac&o de calos arredondados, com coloragao mais
clara e consisténcia hiper-hidratada (Fig. 23B, C). Esse mesmo tipo de calo foi observado
nos explantes submetidos ao tratamento com slow cooling (Mr. Frosty- Nalgene®) (Fig.
23D).
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Figura 23. Caracterizagcdo morfoldgica de estaminddios do genotipo 762 de Theobroma
cacao L. (cacaueiro) em tratamento controle (NL-) e criopreservados (NL+). A.
Tratamento com imersdo em LS, PVS2 e NL-. B-C. Estaminddio submetido a
vitrification e NL+ com surgimento de novos calos (regides pontilhadas). D. Estaminodio
submetido ao slow cooling (-80° C) e NL+ com surgimento de calos (pontilhados).
Abreviagdes: cg, calo granular, est, estaminddio. Escalas: A, B, C =2 mm; B, B= 1,0

mm.

3.4.2 Respostas estatisticas

A taxa de formacdo de calo e a area de cobertura do explante com calo diminuiram
significativamente com a imersdo em NL (Tabela 2). Ja a taxa de oxidacdo foi mais
expressiva quando os explantes foram imersos em LS e PVS2, seguido de imersdo em
NL. Quanto aos tipos de calos observados, verificou-se que a ndo imersao em NL
proporcionou a formacdo de calos granulares e nodulares, enquanto a imersdo em NL
induziu a formacéo de calos semi-fridveis (Tabela 2).

Conforme os dados apresentados na Tabela 2, verifica-se que embora 0s
tratamentos slow cooling e vitrification ndo tenha diferido estatisticamente entre si com
relacdo a taxa de formacdo de calos e cobertura do explante com calos, em termos

numéricos, a vitrification destacou-se com 30% e 8,7%, respectivamente. Por outro lado,



95

a vitrification proporcionou uma maior taxa de oxidacdo comparativamente a slow
cooling. Salienta-se que nesse experimento ndo foi observada a formacdo de embrides

somaticos.

Tabela 1. Efeito de diferentes tratamentos (com ou sem osmoprotecéo seguido ou nao de
imersdo em Nitrogénio Liquido) sobre os percentuais de formacao de calo, cobertura do
explante com calo, oxidacdo e formacdo de calo granular, nodular e semi-fridvel de

explantes florais de Theobroma cacao L. (cacaueiro).

Tratamentos Form. de Cobertura Oxidacao Form.decalo  Form. calo Form. calo semi-
calo (%) calo (%) (%) granular (%)  nodular (%) fridvel (%)
NL- (sem LS
e PVS2) 100,0+0,0a 88,6+34b 113+29b 100+0,0a 80,0+9,2a 0,0+£0,0b
NL- (com LS
e PVS2) 100,0+0,0a 988+13a 8,75+27b 100+0,0a 350+109b 0,0+0,0b
NL+ (com
LSePVS2) 30,0+105b 8,7+33c 70,0+105a 250%909b 0,0+0,0c 35,0+109a
MR e NL+
(comLSe

PVS2) 10,0£6,9b 25+17c 26,25+9.8Db 0,0+0,0c 0,0+0,0c 20,0+9,2ab
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Médias + erro padrdo. Abreviagdes: NL- (sem imersdo em Nitrogénio Liquido), NL+ (com
imersdo em Nitrogénio Liquido), MR (Mr. Frosty), LS (loading solution), PVS2 (plant vitrification solution

2).
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4  DISCUSSAO
4.1 Tratamentos pré-condicionamento — pré- cultivo e imersdo em loading solution
(LS) e plant vitrification solution 2 (PVS2)

O pré- cultivo em sacarose em concentragcdes adequadas para a espécie é crucial
para promover uma maior taxa de sobrevivéncia de explantes submetidos a
criopreservacao, estimulando a formacdo de calos que regenerardo plantas. Contudo, €
crucial reconhecer que a variacdo genotipica ainda exerce uma influéncia significativa
nessas respostas (Ofori et al., 2015; Lahive; Hadley; Daymond, 2019; Bhavishya et al.,
2024), destacando a necessidade de estudos voltados para a utilizacdo e conservacéo de
acessos genotipos especificos.

Nas andlises dos periodos de imersdo em loading solution, foram observadas
diferengas nas respostas entre 0s genétipos comerciais e ndo-comerciais. Embora 0s
genotipos ndo-comerciais tenham demonstrado uma taxa de sobrevivéncia (capacidade
de formacdo de calos) maior, apos exposicdo a condi¢bes de osmoprotecdo e NL, é
importante considerar que, para fins de conservacdo, 0s genotipos selvagens
desempenham um papel crucial na preservacdo da diversidade genética e no avango da
pesquisa para programas de melhoramento genético (Duval et al., 2017; Rodriguez-
Medina et al., 2019; Ceccarelli et al., 2022; Daymond; Bekele, 2022).

Ja estudos com gendtipos comerciais tém sido focados na producdo em larga
escala e rentabilidade de seus recursos (Lins et al., 2016; Junior et al., 2017; Jaimez et
al., 2022), mediante o cultivo in vitro, com estudos direcionados para gendtipos, como o
CCN-51 (Ramirez et al., 2018), EET95 (Guillou et al., 2018) e IMC67 (Montoya et al.,
2022).

Nesse estudo, verificou-se que a imersdo na concentracao 0,3 M por 48 h garantiu
alta taxa de sobrevivéncia dos explantes (producdo de calos), com o0 minimo de oxidacao.
O pré- cultivo em sacarose € aplicada para evitar danos celulares, removendo ou
reduzindo a quantidade de agua dentro das células, o que previne a formacéo de cristais
de gelo durante o congelamento e protegendo as células da morte (Kaya et al., 2020; Van
Der Walt; Burritt; Nadarajan, 2022).

Além do uso de sacarose, 0s protocolos de criopreservacdo apresentam uma etapa
de imersdo prévia em LS, que tem como funcdo penetrar nas células com substancias
crioprotetores mantendo sua viabilidade e funcdo durante o congelamento e

descongelamento, prevenindo a formacdo de cristais de gelo e gerenciando
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adequadamente a producdo de EROS para proteger contra danos oxidativos (Chen et al.,
2015; Tanaka et al., 2018; Nagel et. al., 2024).

Neste trabalho, o tempo de 20 minutos de imersdo foi selecionado para
continuacdo do protocolo de criopreservacdo por, de modo geral, garantir a maior
capacidade de formacdo de calos, com menores taxas de oxidagdo dos explantes.
Observou-se também a ocorréncia de oxidacdo dos explantes em alguns periodos de
imersdo em LS, um processo comum devido a natureza lenhosa da espécie e a abundancia
de compostos fendlicos (Andrade; Segura; Somarriba, 2022; Galvis et al., 2023;
Santacruz; Medrano, 2021; Tavares et al., 2022; Hugq et al., 2024).

Posteriormente, os explantes foram ao PVS2, semelhante a loading solution, mas
desenvolvido para atender as demandas especificas dos tecidos vegetais, ao contrario da
LS usado em diferentes tipos celulares, incluindo animais, proporciona uma protecéo
eficaz contra danos causados pelo congelamento (formacéo de cristais de gelo) devido a
sua composicao bioquimica adequada (Panis; Lambardi, 2005; Benson, 2008; Santos et
al., 2015; Zamecnik; Faltus; Bilavcik, 2021).

Conforme os resultados obtidos, recomenda-se a imersdo de estaminodios de
cacaueiro por 40 min em PVS. Experimentos voltados para verificar o tempo mais
apropriado de exposicdo ao PVS2 também tém sido realizados em outras espécies
lenhosas (O’Brien et al., 2021; Liu et al., 2023). Nos protocolos de cacaueiro, tem sido
utilizado solucdes LS e PVS2 por meio da técnica vitrification (Adu-Gyamfi; Wetten,
2012, 2020), encapsulation-dehydration com apenas dessecacdo em silico em gel (Fang;
Wetten; Hadley, 2004). A realizacdo desse tipo de analise tem um papel relevante na
manutencdo da sobrevivéncia dos explantes, uma vez que, o PVS2, a depender do tempo
de exposicdo, tipo de explante e espécie, pode causar efeitos fitotoxicos, como o
mencionado por (Volk; Walters, 2006; Kim, 2023).

Além disso, analisar o comportamento dos genétipos ndo-comerciais durante as
imersdes em solucdo PVS2, observou-se uma variabilidade em suas respostas, com taxas
de sobrevivéncia maiores em periodos de imersdo prolongados, o que proporciona uma
maior protecdo dos explantes, evitando a formagdo de cristais de gelo intracelulares
(Prudente et al., 2019; Bekheet; Sota; Rady, 2023; Nagel et al., 2024).
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4.2 Primeira tentativa de criopreservacao
4.2.1 Efeitos da aplicacdo das técnicas vitrification e droplet vitrification sobre dois
tipos de explantes

No tratamento controle, que ndo foi submetido a imersdo em nitrogénio liquido e,
portanto, ndo sofreu estresse inerente a ultrabaixa temperatura, o processo de
desenvolvimento calogénico continuou. Houve um aumento no volume da massa
calogénica, 0 que € positivo, ja que é a partir dessa fase intermediaria que ocorre a
formacdo de embriGes somaticos (Maximova et al. 2002; Traore; Maximova; Guiltinan
2003; Garcia et al., 2016; Daouda et al., 2019). Salienta-se, contudo, que tais calos, bem
como aqueles expostos ao NL, foram incapazes de gerar embrides somaticos. 1sso pode
ser atribuido ao genétipo utilizado, ao estresse consequente da exposicdo as solugdes
crioprotetoras (Volk; Walter et al., 2006) e/ou aos periodos de troca dos meios de cultivo
(Georges et al., 2023).

Quando se compararam dois tipos de explantes (estaminodio inteiro e parte basal
do estaminddio com calos) submetidos a técnica vitrification, verificou-se que explantes
do tipo regido basal dos estaminddios com calos apresentaram maior percentual de
formacéo de novos calos (98%) do que os explantes do tipo estaminddios inteiros com
calos (55%), quando ndo submetidos a criopreservacao (NL-).

Alguns autores afirmam que o estresse do seccionamento pode favorecer a
formacdo de calos, mediante ativacdo da rota do gene associadas a totipoténcia ou
pluripoténcia celular possibilitando que, em casos de danos ou lesdes nos tecidos, essas
células se dividam e se diferenciem em tipos celulares necessarios para o reparo tecidual
e de regeneracdo (Birnbaum; Alvarado, 2008; Sugimoto; Jiao; Meyerowitz, 2010). Essa
abordagem € uma alternativa muito viavel em condi¢bes in vitro, pois permitem
modifica¢bes nas composi¢cdes dos meios de cultivo de crescimento de plantas, ajustando
as proporcdes hormonais de auxinas e citocininas (Chen et al., 2024).

Contudo, tais explantes apresentaram maiores percentuais de oxidacédo (83,5% de
oxidacdo). Essa maior taxa de oxidacdo dos explantes do tipo regido basal dos
estaminddios provavelmente é consequéncia da maior liberacdo de fendlicos devido ao
seccionamento prévio do explante, esse corte fisico rompeu as células dessa regido,
liberando esses compostos que, normalmente estdo armazenados em vacutolos, oxidam na

presenca de oxigénio e enzimas como a polifenoloxidase, causando o escurecimento do
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material vegetal, um indicativo comum de danos celulares (Alvira et al., 2010; Kang et
al., 2017; Lim et al., 2020; Huq et al., 2024).

A oxidagédo geralmente traz efeitos negativos sobre o crescimento do explante,
embora haja alguns relatos dos seus possiveis papeis positivos nas respostas
morfogénicas, funcionando como mecanismos de defesa, para sintese de antioxidantes e
ativacdo de genes para 0s processos regenerativos (Vijendra et al., 2017; Liang et al.,
2018; Kudetko; Gaj, 2019).

No entanto, independentemente da técnica de criopreservacdo empregada,
verificou-se formacdo de calos novos e alta taxa de oxidagdo apds a imersdo em NL, o
que provavelmente esta relacionado ao efeito estressor durante 0s processos. E apenas
poucos explantes submetidos ao NL apresentaram calos novos, 0s quais apresentaram
alteracdes morfoldgicas similar ao verificado por outros autores (Streczynski et al., 2019;
Villalobos-Olivera et al., 2022), como hiper-hidratacéo (Padilla et al., 2009), além de um
crescimento celular mais lento.

Essas respostas podem ter sido desencadeadas pelo estresse durante a desidratacédo
por sacarose, ou podem ter origem térmica devido as mudangas extremas e rapidas de
temperatura durante o congelamento em condicdes criogénicas (-196°C) (Gonzalez-
Arnao et al. 2009; Di et al., 2018).

Durante a desidratagdo, a remocdo de agua intracelular pode ter resultado na
retracdo celular (diminuicdo de volume) e acarretando danos as estruturas internas das
células (Gonzalez-Arnao et al. 2009; Silva; Kim; Engelmann, 2015). Enquanto no
congelamento, podem ter ocorrido a formacgéo de cristais de gelo que danificaram as
membranas celulares e levaram a ruptura das células (Ninagawa et al., 2016; Monisha et
al., 2019; Nagel et al., 2024).

4.2.1.1 Aspectos morfoanatdmicos de propagulos de T. cacao criopreservados
4.2.1.1.1 Respostas aos 45 dias em meio de inducéo de calos (MIC)

A espécie T. cacao ja é conhecida por sua heterogeneidade calogénica (Guillou et
al., 2018; Bustami; Werbrouck, 2024), que abrange desde calos com células ndo
embriogénicas, caracterizados por uma aparéncia mais vacuolada (Fehér, 2005; Guillou
et al., 2018) até calos embriogénicos com células com ndcleos, nucléolos, vactolos
distribuidos e menores e citoplasma denso (Pancaningtyas, 2021; Guillou; Verdier, 2022).

Além disso, a planta possui compostos fendlicos associados a sua origem lenhosa, bem
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como a presenca de mucilagem, cujas fungdes na planta podem ser diversas e
desempenhar papéis importantes em processos fisioldgicos e de defesa.

Entretanto, apds a criopreservacao utilizando a técnica de vitrification, foram
observadas células apresentando sinais de plasmolizacéo, isso pode ter sido causado pelas
baixas temperaturas de congelamento, levando a danos celulares, ou devido a presenca
de altas concentracdes de solutos (efeito tdxico) ou a desidratacao excessiva (Nagel et al.,
2024). A plasmolise ocorre devido ao estresse osmatico causado pelo congelamento da
solucéo extracelular, levando ao aumento das concentragdes de solutos (Liu et al., 2021).
Sinais semelhantes de plasmolise celular foram observados por Siméo et al. (2018) em
células radiculares de Passiflora pohlii.

Ao comparar as duas técnicas, a droplet vitrification diferencia-se da vitrification
no que se refere aos modos de congelamento e descongelamento (Roque-Borda et al.,
2021) e é considerado o método mais amplamente utilizado atualmente (Nagel et al.,
2024). O principal diferencial desse método consiste na possibilidade de obtencédo de
taxas mais elevadas de congelamento e/ou reaquecimento devido a dois fatores, ao baixo
volume de crioprotetores utilizados, no qual os explantes séo colocados, e a condutividade
térmica favoravel do aluminio (Rogue-Borda et al., 2021). Além disso, segundo El
Merzougui et al. (2023), a droplet vitrification tem como vantagens o contato especifico
entre o crioprotetor e o explante no interior das gotas e a utilizacdo de folha de aluminio,
que por ser um metal com eficiente condutividade térmica, possibilita um resfriamento
homogéneo mediante dispersao uniforme de temperatura.

Consequentemente, nessa técnica, observou-se a formacdo de novos calos nas
avaliacBes iniciais, com caracteristicas anatébmicas que indicavam potencial
embriogénico (Maximova et al., 2002). Esses resultados reforcam a superioridade desse
método para cacaueiro em comparacao a vitrification.

Nas avaliacdes subsequentes, ndo foram observadas mudancas em relacdo as
primeiras analises anatdbmicas. Foram notadas apenas algumas caracteristicas, como a
formacdo de novos calos, 0 aumento do volume dos calos e a oxidacdo devido aos

compostos fenolicos.
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4.2.1.1.2 Respostas aos 90 dias em meio de desenvolvimento de embriGes sométicos
(MDE)

Apo6s 90 dias em meio de desenvolvimento de embrides somaticos, verificaram-
se alguns calos com alta taxa de oxidacdo e aumento de volume, assim como
semifriabilidade, o que poderia indicar a formacdo de células embriogénicas (Hasbullah;
Saleh; Taha, 2011; Utsumi et al., 2017). Esse tipo de calo é apropriado para o
estabelecimento de suspensdes celulares, as quais podem favorecer, devido ao maior
contato dos explantes com o meio de cultivo e a dissolucdo de compostos toxicos, podem
favorecer as respostas morfogénicas (Ribeiro et al., 2021), o que devera ser investigado
em estudos futuros.

Embora tenham sido encontradas células com potencial embriogénico,
especialmente na técnica de droplet vitrification, os calos semifriaveis obtidos
apresentavam uma predominancia de células vacuoladas. Além disso, nos calos que
foram submetidos a imersdo em nitrogénio liquido, os sinais de plasmolise continuaram

presentes.

4.3 Segunda tentativa de criopreservacao
4.3.1 Aplicacédo da técnica droplet vitrification sobre dois tipos de explantes

Verificou-se que o0 seccionamento do estaminodio ndo interfere na formacdo e no
desenvolvimento de calos, isso se deve ao fato da formacdo acontecer em toda a extensédo
do explante (Georges et al., 2023; Bustami; Werbrouck, 2024). Inclusive, como ja
discutido, seccionamento pode ser um fator indutor de calos.

Foram encontradas respostas semelhantes as mencionadas anteriormente, como a
oxidacdo dos calos pré-formados apos as imersdes em LS e PVS2, bem como apés a
imersdo em NL+. Resultados similares tém sido reportado em outras espécies (Figueiredo
et al., 2021; Gonzalez-Arnao et al., 2022). Tais resultados podem ser sobrepostos com a
utilizacdo de pré-tratamentos com antioxidantes ou mudanca do crioprotetor, e, dessa
forma, o sucesso na regeneracao de plantas de cacaueiro a partir de embrifes somaticos
oriundo de calos criopreservados seja alcangada (Folgado et al., 2015; Zhang et al., 2015).

No entanto, calos novos foram obtidos em todos os tratamentos testados,
inclusive, apds a exposicdo ao NL, embora, nesse tratamento, tenha sido atingida uma
taxa de formacdo calogénica inferior, principalmente, quando se utilizou explantes do tipo

parte basal do estaminddio. A droplet vitrification tem sido bastante aplicada com
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regeneracdo de muitas espécies de plantas (Benelli, 2021; Rantala et al., 2021; Nagel et
al. 2024) , como Rosa canina L., Lilium spp. e Vitis spp. Assim, ressalta-se a necessidade
de mais testes em relacdo aos tempos de imersao nas solugcfes crioprotetoras para garantir
0 sucesso da aplicacédo da droplet vitrification a partir de explantes florais de cacaueiro,
com regeneracao posterior de plantas.

Com relagdo aos tipos de calos formados, os calos nodulares foram
exclusivamente identificados nos tratamentos controle (Pancaningtyas, 2021b), sendo
mais comuns na porcdo basal do estaminddio. Em contrapartida, a ocorréncia de calos
irregulares sé foi observada ap6s a imersdo em nitrogénio liquido, sendo que a maioria
foi localizada na parte basal. Os calos do tipo nodular tém sido reportados a partir de
explantes florais de cacaueiro (Rua et al., 2016; Ajijah et al., 2016) e, segundo Oliveira
(2023) possuem potencial embriogénico.

Ja durante o periodo de avaliacdo em meio MDE, observou-se a formacao de mais
novos calos em todos os tratamentos, porém, com um desenvolvimento
significativamente mais evidente nos tratamentos controle, onde também houve a
formacéo de embrides somaticos, o que ndo foi observado nos demais tratamentos.

A formacdo de embrides somaticos a partir de explantes ndo submetidos as
solucgdes crioprotetoras e ao NL, indicam o impacto negativo desses tratamentos na
reprogramacao genético, o que pode estar relacionado a alta carga de estresse a que 0s
explantes foram submetidos e/ou a eventos epigenéticos, inclusive, consequentes do
contexto estressor, 0 que requer investigacoes futuras. Em relacédo aos tipos de explantes,
notou-se que o estaminodio inteiro apresentou o maior percentual de formacéo e oxidagéo
de calos, porém, com uma menor capacidade de formacdo de embrides somaticos quando

comparado a parte basal do estaminddio.

4.4 Efeitos de diferentes tratamentos de slow cooling e vitrification

Na abordagem de slow cooling e vitrification, a diversidade genotipica foi
observada mais uma vez. E notavel que a formacéo e o volume de calos granulares foram
mais proeminentes no gendétipo 762 quando submetidos a essas técnicas. No entanto, é
importante ressaltar que, embora esses calos tenham exibido um maior desenvolvimento,
ndo houve progressao para a formacao de embrides somaticos.

Com a utilizacdo do estaminddio inteiro como explante, houve uma distribuicéo

dos calos em torno do estaminddio como citado no topico anterior, no entanto partes ndo
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cobertas por calos quando expostos as solugdes crioprotetoras responderam com maior
escurecimento (Zamecnik; Faltus; Bilavcik, 2021), fato observado para ambas as técnicas
aplicadas.

A andlise de dados evidenciou a reduc¢do na producdo de calos apds a exposicao
dos explantes ao NL, independentemente da técnica utilizada, o que ratifica os resultados
obtidos nos experimentos anteriores. Para a técnica de slow cooling, as imersdes nao
impediram a formacdo de calos nodulares e granulares, podendo ser mais uma alternativa
para conservacdo de plantas (Yu et al., 2022; Nagel et al., 2024), entretanto, apds o
congelamento, houve uma reducéo percentual na formacéo, resultando apenas em calos
irregulares.

Varios trabalhos tém mostrado a viabilidade da utilizacdo da vitrification em
outras espécies (Bettoni et al., 2019; Juan-Vicedo et al., 2021), devido as vantagens como
tempo de congelamento rapido e préatico, reduzindo custos (equipamentos, manutencao e
méo de obra), além disso, utilizam de altas concentragdes de crioprotetores que protegem
eficazmente as células em um periodo mais curto, equilibrando a eficacia com a reducgéo
da toxicidade (Chen et al., 2022). Nesse trabalho, embora nédo tenha sido estatisticamente
diferente do observado para a slow cooling- com relagéo a taxa de formacéo de calos, ela
proporcionou 30%, enquanto esta Gltima proporcionou 10% de formacdo de calos.

Interessantemente, o tratamento com imersdo em NL+ resultou em formacéo de
calos semifridveis, que para algumas espécies pode possuir células embriogénicas
(Utsumi et al., 2017; Sherif et al., 2018), além de ter potencial para o estabelecimento de
sistemas liquidos que tém como vantagens a reducdo de custos e maior potencial de
regeneracdo de plantas (Goyal et al., 2023; Uma et al., 2023). Assim como reportado no
experimento anterior, nesse experimento, ndo houve a formacéo de embrides somaticos,
0 que requer investigacOes futuras sobre os possiveis fatores envolvidos com essa nao

responsividade, como acima discutido.
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5 CONCLUSOES

Com base nos experimentos realizados com a espécie Theobroma cacao L., pode-
se concluir que a propagacao e a conservacdo deste cacaueiro apresentam desafios devido
a sua natureza recalcitrante. No entanto, avangos importantes foram alcangados na busca
por técnicas mais eficazes de criopreservagao.

Os gendtipos estudados, tanto comerciais (CCN-51, CEPEC 2002 e PH16) quanto
ndo comerciais (752 e 762), responderam de maneira variada aos diferentes tratamentos
aplicados. O pré-cultivo em sacarose demonstrou ser uma etapa importante para a
sobrevivéncia dos explantes, onde os geno6tipos CCN-51 e CEPEC 2002 alcangcaram
100% de sobrevivéncia e o PH 16, 80%, em meio com 0,3 M de sacarose, indicando ser
eficiente para resultados de maior percentual de sobrevivéncia, conforme o maior
percentual de formacéo de calos.

Na avaliagdo dos periodos de imersdo em loading solution revelou resultados
promissores, com o gendtipo 752 apresentando 100% de formacédo de calos nos tempos
de 20, 40 e 120 minutos, enquanto o0 CCN-51 demonstrou baixa formacéo, especialmente
apos 10 minutos de imersdo, o que indica a necessidade de otimizacdo dos tempos de
imersdo conforme o genotipo. A selecdo do tempo de 20 minutos para a continuacao do
protocolo de criopreservacéo foi justificada pela combinacédo de alta taxa de calos e baixa
oxidacéo.

As imersdes em solucdo PVS2 mostraram que também ocorre influéncia nos
explantes nessa etapa, observando reducdo de taxa de formacéo de calos de 65,4% no
gendtipo 752 e 40% no 762. A comparacao entre o tratamento controle e 0s imersos em
PVS2 e NL+ indicou uma queda acentuada para as variaveis formacéo e cobertura de
calos, de 34,7% no 752 e 4,9% no 762.

Mudancas morfologicas também foram observadas, no qual foram observadas
baixas formac6es de calos novos apds a imersdo em nitrogénio liquido, independente da
técnica utilizada, para ambas as tentativas, quando evidentes essas formacdes possuiam
caracteristicas calos irregulares e hiper-hidratados. Anatomicamente foram encontrados
heterogeneidade dos calos, com a presenca de calos embriogénicos, ndo embriogénicos e
nos explantes imersos em NL+, com sinais de plasmolizacéo, provavelmente devido ao
estresse induzido pela criopreservacdo afetando a capacidade de desenvolvimento dos

explantes.
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Em comparagdo as técnicas utilizadas, a droplet-vitrification se destacou,
promovendo uma maior formacdo de calos apds a imersdao em nitrogénio liquido. Além
disso, anatomicamente apresentar maior quantidade de células com potencial
embriogénico em comparagdo a vitrification e slow cooling, embora os métodos nédo
tenham gerado embriBes somaticos em nenhum dos tratamentos.

Portanto, embora sejam necessarios mais estudos para aperfeicoar cada uma das
técnicas de conservacao aplicadas ao cacaueiro, os resultados obtidos com a droplet-
vitrification representam um avanco para essa espécie. Mostrando-se como uma opgao
promissora para a criopreservacdo de Theobroma cacao L., proporcionando uma base
para futuras pesquisas e aplicagdes na conservacao e manejo dos recursos genéticos dessa

espécie.
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CARACTERIZACAO DA MORFOMETRIA FLORAL E RESPOSTAS A
INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA E A REGENERACAO DE
PLANTAS DE MULTIPLOS ACESSOS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)

RESUMO

A embriogénese somatica de Theobroma cacao L. é uma técnica de grande
importancia para a propagacao vegetativa in vitro, permitindo a producéo de plantas com
caracteristicas superiores. No entanto, a diversidade genética dos acessos de cacaueiro,
especialmente no Brasil, apresenta desafios, ja que muitos ainda ndo tém protocolos
definidos para embriogénese somatica. Além disso, a dependéncia do genétipo pode
afetar significativamente os resultados. Este estudo objetivou avaliar as respostas a
inducdo da embriogénese somatica em multiplos acessos de cacaueiro, buscando
identificar marcadores morfologicos que ajudem a distinguir entre acessos responsivos e
recalcitrantes. Botdes florais de 24 gendtipos de cacaueiro foram coletados para
avaliacbes morfométricas, que incluiram analise de coloracdo dos botbes florais e
estaminddios, diametro polar e equatorial, tamanho do peddnculo, comprimento dos
estaminddios e comprimento basal dos estaminddios. Os estaminddios foram inoculados
em meio de inducdo de calos por 21 dias, seguidos por 14 dias em meio de multiplicagédo
de calos, antes de serem transferidos para o meio de desenvolvimento de embrides
somaticos por 28 dias. Ao final de cada fase, a responsividade dos genotipos a
embriogénese somatica foi avaliada, considerando formacéo de calos, tipos de calos, taxa
de formacéo e nimero de embriBes. Os resultados mostraram trés coloracdes distintas nos
botGes florais: arroxeada (menos comum), esverdeada e avermelhada. Apenas trés
gendtipos apresentaram coloracdo arroxeada, enquanto nove foram esverdeados e 12
avermelhados. Nos estaminddios, 13 genotipos eram arroxeados e 11 avermelhados. As
analises estatisticas mostraram correlacbes significativas entre o diametro polar e
equatorial dos botdes florais, assim como entre comprimento e comprimento basal dos
estaminddios. A média dos estaminodios variou entre 0s genotipos, com grupos
apresentando estaminddios com comprimento médio de cinco mm. Os grupos de
gendtipos foram classificados com base nas caracteristicas morfolégicas dos botbes
florais, revelando didmetros equatoriais e polares distintos. Na inducdo da embriogénese
somatica, ap0s 35 dias, 0s grupos de genétipos mostraram diferentes taxas de

recobrimento, com a maioria apresentando diferentes tipos de calos, como granulares e
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nodulares. Embora sinais de oxidagdo tenham sido observados, ndo impediram a
formacdo de embrides somaéticos, que ocorreram principalmente na base dos
estaminodios. Apos 30 dias em meio de desenvolvimento de embrides, uma alta taxa de
formacdo de embriGes somaticos foi observada, com os gendtipos apresentando uma
grande variedade de estagios de desenvolvimento. O genétipo 4025 M153 destacou-se
com a formacdo de 330 embrides somaticos, mas anormalidades, como fusdes, foram
observadas em alguns genotipos. Em contrapartida, outros genétipos formaram calos que
resultaram apenas em raizes. Apds 90 dias em meio de regeneracdo de plantas, a maioria
dos embrides somaticos apresentou coloracdo esverdeada, mas com alguns sinais de ma
formacgdo. Aqueles com embriGes normais progrediram para plantas completas,
mostrando crescimento e desenvolvimento de raizes, enquanto outros apresentaram
problemas de desenvolvimento. Conclui-se que a pesquisa evidencia que, apesar da alta
responsividade de alguns genotipos na formacéo de embrides somaticos, mais estudos sdo
necessarios para otimizar os protocolos de embriogénese somatica e identificar
marcadores morfoldgicos que possam facilitar a regeneracdo de plantas completas.

Palavras-chave: Embrides somaticos, marcadores morfométricos, anormalidades.
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CHARACTERIZATION OF FLORAL MORPHOMETRY AND RESPONSES
TO SOMATIC EMBRYOGENESIS INDUCTION AND PLANT
REGENERATION IN MULTIPLE ACCESSIONS OF CACAO (Theobroma cacao
L.)

ABSTRACT

Somatic embryogenesis of Theobroma cacao L. is a technique of great importance
for in vitro vegetative propagation, enabling the production of plants with superior
characteristics. However, the genetic diversity of cacao accessions, particularly in Brazil,
presents challenges, as many still lack defined protocols for somatic embryogenesis.
Furthermore, genotype dependency can significantly affect results. This study aimed to
evaluate the responses to the induction of somatic embryogenesis in multiple cacao
accessions, seeking to identify morphological markers that help distinguish between
responsive and recalcitrant accessions. Floral buds from 24 cacao genotypes were
collected for morphometric evaluations, which included analysis of floral bud and
staminode coloration, polar and equatorial diameter, peduncle length, staminode length,
and basal length of the staminodes. The staminodes were inoculated in callus induction
medium for 21 days, followed by 14 days in callus multiplication medium, before being
transferred to a somatic embryo development medium for 28 days. At the end of each
phase, the responsiveness of the genotypes to somatic embryogenesis was evaluated,
considering callus formation, types of callus, formation rate, and number of embryos. The
results showed three distinct colors in the floral buds: purplish (less common), greenish,
and reddish. Only three genotypes exhibited purplish coloration, while nine were greenish
and 12 reddish. Among the staminodes, 13 genotypes were purplish and 11 reddish.
Statistical analyses showed significant correlations between the polar and equatorial
diameter of the floral buds and between the length and basal length of the staminodes.
The average length of the staminodes varied among the genotypes, with groups presenting
staminodes with an average length of five mm. The groups of genotypes were classified
based on the morphological characteristics of the floral buds, revealing distinct equatorial
and polar diameters. In the induction of somatic embryogenesis, after 35 days, the groups
of genotypes showed different coverage rates, with most exhibiting different types of
callus, such as granular and nodular. Although signs of oxidation were observed, they did
not prevent the formation of somatic embryos, which primarily occurred at the base of

the staminodes. After 30 days in embryo development medium, a high rate of somatic
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embryo formation was observed, with genotypes displaying a wide variety of
developmental stages. The genotype 4025 M153 stood out with the formation of 330
somatic embryos, although abnormalities such as fusions were noted in some genotypes.
Conversely, other genotypes formed calluses that resulted only in roots. After 90 days in
the plant regeneration medium, most somatic embryos exhibited a green coloration,
although some showed signs of malformation. Those with normal embryos progressed to
complete plants, demonstrating growth and root development, while others exhibited
developmental problems. In conclusion, the research highlights that, despite the high
responsiveness of some genotypes in somatic embryo formation, further studies are
needed to optimize somatic embryogenesis protocols and identify morphological markers
that may facilitate the regeneration of complete plants.

Keywords: Somatic embryos, morphometric markers, abnormalities.
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1 INTRODUCAO

A embriogénese somética é um processo que se assemelha a embriogénese
zigdtica, porém ocorre a partir de células somaticas, sem a necessidade da fusdo de
gametas (Carneiro et al., 2014). A técnica tem sido reconhecida como uma abordagem
ideal para propagagdo clonal, melhoramento genético, especialmente de espécies
lenhosas que apresentam um ciclo de vida muito longo (Guan et al., 2016). Essa rota de
regeneracdo in vitro é considerada um sistema de propagacdo técnica e economicamente
viavel para muitas espécies permitindo altas taxas de multiplicacdo e a obtencdo de
embrides capazes de se converter em plantas saudaveis (Traore; Guiltinan, 2006).
Ademais, pode fornecer materiais embriogénicos passiveis de serem conservados via
criopreservacao (Nagel et al., 2024), o que é bastante significativo, principalmente, para
espécies como a Theobroma cacao L. -(cacaueiro), cujas sementes sdo recalcitrantes e
ndo podem ser armazenadas por metodologias tradicionais, como 0s bancos de sementes
(Salles et al., 2019; Ohse, 2022).

A embriogénese somatica pode ocorrer de duas maneiras: de forma direta, quando
os embrides somaticos se originam diretamente dos tecidos, sem a proliferacéo prévia de
calos, ou de forma indireta, que envolve a formacdo de calos e o subsequente
desenvolvimento dos embrides a partir deles. Em ambos os casos, 0 meio de cultura é um
fator determinante, em que a presenca de auxinas, em concentracfes variadas, funciona
como o indutor da formacédo dos embriGes somaticos (Nunes; Filho; Rocha, 2002).

Estudos buscando desenvolver protocolos praticos e eficientes a partir da
embriogénese somatica em cacaueiro foram inicialmente realizados por Esan (1975) e
Pence; Hasegawa; Janick (1979), no entanto, tais trabalhos ndo reportaram a obtencéo de
plantas, mesmo com a obtencao de embrides somaticos com desenvolvimento normal até
a fase cotiledonar. A formacdo de plantas completas a partir de tecidos florais foi
alcancada com sucesso por Lopez-Baez et al. (1993), Alemanno, Berthouly e Michaux-
Ferriere (1996) e Li et al., (1998), e baseado nesses trabalhos, outros autores, como
Maximova et al. (2002), Maximova et al. (2005), Traore e Guiltinan (2006), Minyaka et
al. (2008) e Niemenak et al. (2008) continuaram a pesquisa visando a otimizacdo da
embriogénese somatica nessa espécie. No entanto, um aspecto relevante a ser estudado
no cacaueiro, é a alta variabilidade nas respostas a essa rota, que pode variar

significativamente em funcéo do genotipo de interesse.
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Dada a diversidade genotipica de cacaueiros disponibilizados pela Comissdo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira - CEPLAC, que inclui clones com tolerancia a
pragas e doencas e, cultivares ou cruzamentos com caracteristicas agronomicamente
superiores (Mustiga et al., 2018), é necessario distinguir esses acessos em termos de
potencial de regeneracéo via embriogénese somatica. Isso permitird a propagacéo clonal
desses gendtipos, além da geracdo de propagulos, como estaminddios com calos
embriogénicos, calos embriogénicos e embriGes somaticos, que podem ser direcionados
para programas de conservacao por criopreservacdo. Tais gendtipos, na maioria das
vezes, sdo descritos somente por suas caracteristicas fenotipicas de frutos e sementes, o
que acaba permitindo uma razoavel distincdo entre os acessos (Hunter, 1990).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar respostas a inducéao
da embriogénese somatica e a regeneracdo de plantas de maltiplos acessos de cacaueiro
(Theobroma cacao L.), com intuito de identificar marcadores morfologicos que indiquem
0 potencial embriogénico e permitam a distincdo entre acessos recalcitrantes e

responsivos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Foram coletados botdes florais de 24 genotipos ndao comerciais (Tabela 1) de
Theobroma cacao L. (cacaueiro), provenientes da casa de vegetacdo- quarentenario, no
periodo diurno, cultivados em casa de vegetacdo com controle de temperatura e umidade,
da Embrapa de Recursos Genéticos e Biotecnologia, situada em Brasilia- DF (Fig. 1). Em
seguida, os botdes florais foram conduzidos ao Laboratério de Cultura de Tecidos I,
localizado na Embrapa, para a realizacao de medic6es de caracteristicas morfoldgicas dos

botBes florais e estaminddios e inducdo da embriogénese somatica.
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Figura 1. Gendtipos ndo- comerciais de Theobroma cacao L. (cacaueiro) cultivados
em casa de vegetacdo com controle de temperatura e umidade.

Tabela 1. Gendtipos ndo comerciais de Theobroma cacao L. (cacaueiro) para a avaliacdo
de caracteristicas fenotipicas das flores e estaminddios e do potencial de formacdo de

embrides somaticos.

Genotipos de cacaueiro

05 M536 37 M257 95 M400 4020 M152 4035 M065 4055 M062
10 M489 39 M481 4004 M051 4021 M035 4038 M059 4083 M199
23 M537 61 M525 4008 M155 4025 M153 4039 M061 4111 M475
29 M576 68 M210 4019 M181 4029 M031 4040 M130 4120 M543

2.2 MedicOes de caracteristicas morfoldgicas de explantes florais de diferentes
genotipos de cacaueiro
Foram avaliadas diferentes caracteristicas morfoldgicas de botdes florais e
estaminodios dos genotipos mencionados na Tabela 1, sendo elas: coloragdo do botdo
floral e estaminddios, didmetro polar e equatorial, tamanho do pedinculo, comprimento

do estaminddio e largura basal dos estaminddios (Figs. 2A- C). Trés botGes florais de
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cada gendtipo foram analisados. Para a realizagdo das medi¢Bes dos estaminddios e
botdes florais, utilizou-se o estereomicroscopio Leica EZ4 e programa Leica Application
Suite EZ.

Nas anélises estatisticas, foram aplicados diferentes testes conforme cada variavel.
Os dados obtidos das variaveis morfométricas foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA), coeficiente de correlagdo de Pearson, testes de médias de Tukey e Scott-Knott
(com 95% de confianca) e tabelas descritivas, por meio do software estatistico R (R Core
Team, 2023) e Excel® Microsoft 2019.
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Figura 2. llustracdo das avaliaces morfométricas de botbes florais e estaminddios de
cacaueiro. A. Medicdo equatorial (seta pontilhada azul claro) e medicdo polar (seta
pontilhada azul escuro) de botdo floral avermelhado. B. Comprimento de estaminddio
arroxeado (seta pontilhada azul claro) e comprimento basal (seta pontilhada azul escuro).
C. Comprimento dos pedunculos de botdes florais (setas pontilhadas indicando estrutura).
Escalas: A,B=2mm; C, D =1,0 mm.

2.3 Embriogénese somatica a partir de diferentes gendtipos de cacaueiro

Os botdes florais oriundos dos 24 gendtipos anteriormente mencionados foram
desinfestados, dentro da camara de fluxo laminar, mediante imersdo em alcool 70% (v/v)
durante trés minutos, seguida em hipoclorito de sdédio (NaClO) 0,5% por 10 minutos e
trés lavagens de cinco minutos cada, com agua destilada autoclavada, com intuito de

retirar o excesso de NaClO.
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ApoGs essas etapas os estaminodios foram extraidos e inoculados em meio de
inducdo de calos (MIC), sendo cultivados por 21 dias nesse meio, com subcultivo
realizado no 14° dia. Todos os meios utilizados seguiram o protocolo de Li et al. (1998)
(Tabela 2) com alteracfes somente nos tempos de cultivo em cada fase do processo. Apds
21 dias, os explantes foram transferidos para o meio de multiplicagéo de calos (MMC),
onde permaneceram por mais 14 dias. Em seguida, foram transferidos para os meios de
desenvolvimento de embrides somaticos (MDE), onde foram mantidos por 30 dias, com
subcultivos a cada 14 dias. Em todas essas fases, utilizaram-se placas de Petri (15 x 90
mm), com cerca de 25 ml de meio cada, as quais foram seladas com policloreto de
polivinila (PVC) transparente e armazenadas em sala de crescimento escura, a 25°+2°C.

Ao final do periodo de cultivo em MDE, os explantes contendo clusters de
embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento) foram transferidos para
0 meio de regeneracédo de plantas (MRP) constituido de 1/5 dos sais do meio de DKW
(Driver; 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, 0,2 g L* de nitrato de potassio (KNO3) e 1,7 g L de Phytagel, onde
permaneceram por 30 dias em placas de Petri.

Ap0s esse periodo, 0os embrides somaticos foram transferidos para tubos de ensaio
(25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio MRP e mantidos em sala de crescimento a 25
°C +2 °C e fotoperiodo de 16 h de luz, com intensidade de 100 umol m*%s™ permanecendo
até a formacao de plantas (parte aérea e raizes bem definidas), com subcultivos a cada 30

dias.
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Tabela 2. Composicéo dos meios de cultivo conforme protocolo de Li et al. (1998) para
a embriogénese somatica de diferentes genotipos ndo- comerciais de Theobroma cacao
L. Meio de inducdo de calos (MIC), de multiplicagdo de calos (MMC), de

desenvolvimento de embriGes soméaticos (MDE) e de regeneracdo de plantas (MRP).

Componente MIC MMC MDE MRP
Macronutrientes (mg L.-1)

K2S04 1559 990 1559 311,8
NH4NO3 1416 400 1416 283,2
Ca(NO3)2 1367 386 1367 273,4
MgSOa4 361,49 180,7 361,49 72,3
KH2PO4 265 170 265 53
CaCl2 112,5 72,5 112,5 22,5
Naz EDTA 454 37,3 45,4 9,08
FeSO4. 7H20 33,8 27,8 33,8 6,76
KNOs - - - 200
Micronutrientes

MnSO4.H20 33,5 22,3 33,5 6,7
H3BOs3 4,8 6,2 4,8 0,96
Na2Mo0a4.2H20 0,39 0,25 0,39 0,078
CuS04.5H20 0,25 0,25 0,25 0,05
Zn(NO3)2.6H20 17 - 17 3,4
ZnS04.7H20 - 8,6 - -
Vitaminas

Mio-inositol 200 100 100 100
Tiamina HCI 2 10 2 2
Acido nicotinico 1 1 1 1
Piridoxina HCI - 1 - -
Aminoacidos (mg L-1)

Glicina 2 - 2 2
Glutamina 250 - - -

Reguladores de crescimento (mg L-1)

2,4 diclorofenoxiacético (2,4 -D) 1,99 1,99 - -
Tidiazuron (TDZ) 0,005 - - -
Cinetina - 0,3 - ,
Gelificante (g L-?)

Phytagel® 2 2,2 2 1,7
Outros (g L-Y)

Glicose 20 20 1 10
Sacarose - - 30 5
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As avaliagdes foram realizadas em diferentes etapas: Apds 21 dias em meio MIC,
foram analisados a taxa de formacé&o de calos por explante, o percentual de recobrimento
do explante com massas calogénicas, a regido de formacédo de calos e o tipo de calo
formado. Apds 14 dias em meio de multiplicacdo de calos (MMC), analisaram-se as taxas
de formacdo de calos por explante e de oxidacédo tanto dos estaminddios quanto dos calos.
Aos 28 dias em meio de desenvolvimento de embrides somaticos (MDE), foram avaliados
percentual de formacgdo de embrifes somaticos e 0 nUmero de embrides somaticos por
calo embriogénico, nesse trabalho considerou-se somente calos com formagdo de 11 ou
mais embriBes somaticos.

Para este experimento, o delineamento foi o inteiramente casualizado, com cada
tratamento (genotipo) composto por 20 repeticBes e cada repeticdo representada por um
explante (um estaminodio). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia,
por meio do software estatistico R (R Core Team, 2023).

Além disso foram realizados agrupamentos por meio do K-mean clustering
(programa Phyton), testes de hipdteses com correcdo Holm e agrupamentos descritivos

com auxilio do Excel® Microsoft 2019.

2.4 Regeneracdo de plantas de cacaueiro

Aos 30 dias em meio de regeneracdo de plantas (MRP) os embriGes somaticos
foram avaliados conforme a quantidade de embrido somatico em cada estadio de
desenvolvimento, assim como a ocorréncia de aparentemente anormalidades e
assincronias para cada genotipo. A avaliacdo ocorreu de forma descritiva por meio do
estereomicroscopio Leica EZ4 e programa Leica Application Suite EZ. Os dados obtidos
foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%, utilizando o
software estatistico R (R Core Team, 2023).

Ja no periodo de 90 dias no meio MRP, todos os embrides somaticos foram
avaliados quanto a coloracdo (esverdeada ou auséncia de cor), aparéncia (normais ou
hiperidricos), formacéo de raizes, expansdo dos cotilédones, surgimento das primeiras
folhas e murchamento dos cotilédones. AplGs essa avaliacdo, os embribes foram
transferidos para recipientes Magenta (43,3 x 43 cm), contendo 10 mL de meio MRP, e

mantidos em uma sala de crescimento a 25 °C + 2 °C, com um fotoperiodo de 16 horas
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de luz e intensidade luminosa de 100 umol m? s, permanecendo o crescimento das
plantas.

As avaliagdes foram realizadas de forma descritiva e as fotografias registradas
usando um estereomicroscopio Leica EZ4 e uma camera de smartphone Xiaomi Redmi
10. Os dados obtidos foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA), e as
médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey com um nivel de significancia de
5%, empregando o software estatistico R (R Core Team, 2023).

2.5 Analises anatdmicas

No mesmo periodo das avaliagbes anteriores, foram coletadas amostras dos
diferentes estadios dos embrides somaticos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
para realizagédo da analise anatdmica.

As amostras foram submetidas as etapas de fixacao, desidratacao, pre-infiltracao,
infiltracdo e polimerizagdo, conforme descrito por Silva-Cardoso et al. (2020). Para a
fixacdo, amostras de cada um dos estadios mencionados, foram coletadas e colocadas em
microtubos com solucdo de Karnovsky modificada (Karnovsky, 1965), que consiste de
4% de paraformaldeido, 2,5% de glutaraldeido e tampdo cacodilato de sédio 0,05 M (pH
7,2). As amostras foram mantidas sob vacuo por uma hora e, em seguida, refrigeradas por
23 horas. Posteriormente, as amostras foram imersas trés vezes em solucao de cacodilato
de sddio (0,05 M, pH 7,2) por uma hora cada, sob vacuo. Apos a ultima lavagem, o
material foi mantido na solucdo por 24 horas. Para a desidratacdo, as amostras foram
submetidas a um gradiente crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%), com
imersdes de uma hora cada, sob vacuo.

A etapa de pré-infiltracdo foi dividida em duas fases: inicialmente, as amostras
foram imersas em uma mistura de etanol 100% e resina (1:1) por 24 horas em ambiente
refrigerado, sendo a primeira hora sob vacuo. Em seguida, as amostras passaram por duas
imersdes em resina pura, durando 6 horas e 24 horas, respectivamente, ambas com uma
hora sob vacuo. As etapas de infiltracdo e polimerizacdo em historesina (Leica,
Heidelberg, Alemanha) foram realizadas conforme as especificacdes do fabricante.

Secgdes longitudinais e transversais (3-7 um) foram obtidas utilizando um
micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT). Em seguida, essas sec¢bes foram
distendidas e fixadas em laminas microscopicas aquecidas a 40°C. Posteriormente, as

secgOes foram coradas com Azul de Toluidina (0,5%) para caracterizagdo estrutural,
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conforme descrito por O’Brien, Feder ¢ McCully (1964). A obtengdo e andlise das
imagens foram realizadas com um microscépio Leica DM 750 e o software Leica
Application Suite EZ.

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo fenotipica de explantes florais dos diferentes gen6tipos

Os botdes florais dos gendtipos avaliados apresentaram trés diferentes
coloragOes: avermelhada, esverdeada e arroxeada (Fig. 3A-C) e os respectivos genotipos
foram descritos na Tabela 3. Dessas, a arroxeada foi a menos comum, sendo tipica apenas
de trés genotipos, sendo um deles o 23 M537 (Fig. 3A). Ja botdes com coloracdo
esverdeada foram descritos em 9 gendtipos, como 95 M400 (Fig. 3B). E os ultimos 12

gendtipos, possuiam coloracdo avermelhada como o genotipo 4111 M475 (Fig. 3C).

Botéo floral Estaminoide

Figura 3. Caracterizacdo morfoldgica de botdes florais e estamindodios de Theobroma
cacao L. (cacaueiro). A. Botdo floral com coloracdo arroxeada do gendétipo 23 M537.
B. Botdo floral com coloragdo esverdeada do genotipo 95 M400. C. Botéo floral com
coloracdo avermelhada do genotipo 4111 M475. D. Estaminddios de diferentes
tamanhos do gendtipo 05 M536, oriundos do mesmo botdo floral, com coloracédo
arroxeada; retangulo indica estrutura incomum. E. Estaminddio com coloracédo
arroxeada do genotipo 68 M210. F. Estaminddio com coloragédo arroxeada do genotipo
4025 M153. Escalas: A, B, C=2mm; D, E, F=1,0 mm.
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Quanto a coloracdo dos estaminddios, 13 gendtipos estudados apresentavam-se
arroxeados, como 0s genotipos 05 M536 (Fig. 3D) e 68 M210 (Fig. 3E). Salienta-se que
0 gendtipo 05 M536 apresentou estaminddios, dentro de um mesmo botéo floral, com
diferentes tamanhos. Ja os demais 11 gen6tipos, possuiam estaminddios com coloracao
avermelhada, como o gen6tipo 95 M400 (Fig. 3F).

Tabela 3. Classificacdo dos genotipos de Theobroma cacao L. (cacaueiro) quanto a

coloracdo de botdes florais e estaminddios.

Botdes florais Estaminddios

Avermelhada Esverdeada Arroxeada Arroxeado Avermelhado
05 M536 10 M489 05 M536 05 M536 29 M576
23 M537 68 M210 29 M576 10 M489 37 M257
39 M481 95 M400 37 M257 23 M537 61 M525

4008 M155 61 M525 39 M481 95 M400
4021 M035 4004 M051 68 M210 4004 M051
4025 M153 4019 M181 | 4019 M181 4008 M155
4035 M065 4020 M152 | 4020 M152 4021 M035
4055 M062 4029 M031 | 4035 MO065 4025 M153
4083 M199 4038 M059 | 4038 M059 4029 M031
4039 M061 | 4039 M061 4040 M130
4040 M130 | 4083 M199 4055 M062
4111 M475 | 4011 M475
4120 M543 | 4120 M543

3.2 Analises estatisticas

3.2.1 Correlagéo entre as variaveis morfoldgicas

Na analise de correlagdo das variaveis relacionadas ao botédo floral, verificou-se
que o didmetro polar do botdo floral apresentou, na maioria das vezes, uma correlacdo
fraca e positiva com as demais variaveis, exceto para o diametro equatorial do botéao, que
exibiu uma correlacdo forte e positiva de 0,73% com essa variavel (Fig. 4). A comparagao
do diametro equatorial do botdo floral com as varidveis avaliadas revelou correlacdes
fracas e positivas: 0,37% com o comprimento dos estaminddios, 0,17% com o
comprimento basal dos estaminddios e 0,43% com o tamanho do pedunculo.

Ja nas andlises dos estaminddios, observou-se uma correlacao forte e positiva de
0,73% entre o comprimento dos estaminddios e o comprimento basal dos estaminodios,

como esperado. Em relacdo ao tamanho do pedunculo, a correlagdo foi positiva, mas
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fraca, com 0,54%, superando a correlacao fraca e positiva de 0,36% entre 0 comprimento

basal dos estaminddios e o tamanho do peddnculo (Fig. 4).
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Figura 4. Histogramas, diagramas de dispersdao e coeficientes de correlacdo entre as

variaveis morfométricas (n = 5) de estruturas florais de Theobroma cacao L. (cacaueiro).

3.2.2 Anélises relacionadas aos estaminddios

Para as andlises de comparacdo da variavel comprimento dos estaminddios em

relacdo aos seus respectivos genotipos (Fig. 5), utilizou-se 0 método de Scott-Knott,

sendo estatisticamente significativo no intervalo de 95% de confianca.

Como resultado, verificou-se a distribuicdo dos acessos em grupos devido a

semelhanga entre suas médias, sendo eles: grupo “a” formado por trés genoétipos (68
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M210, 4040 M130 e 4019 M181), “b” por sete gendtipos (4004 M051, 05 M536, 10
M489, 95 M400, 4039 M061, 4083 M199 e 4120 M543), “c”” composto por cinco acessos
(4029 MO031, 29 M576, 4111 M475, 39 M481 e 23 M537), grupo “d” incluindo seis
genotipos (4008 M155, 61 M525, 4020 M152, 4021 M035, 4035 M065 e 4055 M062), o
grupo “e” foi representado por apenas um acesso (4038 M059) e o F por dois genotipos
(37 M257 e 4025 M153).
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Figura 5. Agrupamento dos genotipos de Theobroma cacao (L.) baseado no valor médio

do comprimento dos estaminddios usando o Scott-Knott, 0=5%.

Conforme a analise do comprimento dos estaminddios por meio do effect size
comparando-se a diferenca entre 0s grupos, € perceptivel que alguns grupos se destacaram

apresentando maiores diferengas de comprimento dos estaminddios (Tabela 4), como o
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grupo a-f (~3,15) e a-e (~2,75). Dois aspectos importantes a serem considerados séo a
presenca do grupo “a” em ambos 0s grupos citados e o impacto desses comprimentos na
formacdo de massas calogénicas e embrides somaticos (a ser tratado em tdpico posterior).

No entanto, ao se trabalhar com grupos mais homogéneos, é mais prudente incluir
grupos com menores varia¢des, como os grupos a-b (~0,98), b-c (~0,54) e c-d (~0,68),
que apresentam resultados superiores no comprimento dos estaminddios e uma maior

variedade de gendtipos.

Tabela 4. Avaliacdo da diferenca dos comprimentos médios dos estaminddios de
Theobroma cacao L. (cacaueiro) entre os grupos, usando o effect size, a 5% de
significancia via teste de Scott-Knott.

Grupos comparados Diferenca media
e-f 0,40
0,95
1,62
2,16
3,15
0,54
1,22
1,76
2,75
0,68
1,22
2,20
0,54
1,52
0,98
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A andlise da mesma varidvel em comparacdo a coloracdo dos estaminddios via
teste t revelou uma diferenca estatistica significativa. O teste t mostrou que 0s
estaminddios vermelhos apresentavam uma média de -0,52 mm de diferenca em relacédo

aos estaminoides roxos (Tabela 5).

Tabela 5. Comparagdo média de comprimento entre estaminddios vermelhos e roxos de

Theobroma cacao L. (cacaueiro), a 5% de significancia, pelo teste t.

Tratamentos Diferenca Limite inferior Limite superior
comparados média (estaminddios vermelhos)  (estaminddios roxos)

vermelho - roxo -0,5227 -0,7297 -0,3157
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3.2.3 Anélises descritivas para as demais variaveis

Para as demais variaveis ndo houve interagdo entre os gendtipos, e os dados foram
agrupados de forma descritiva, conforme apresentado na Figura 6. Ao comparar 0S
didmetros equatorial e polar de acordo com os genétipos, verificou-se um didmetro menor
para o tipo equatorial (4 a 6 mm) e polar (2 a 4 mm). Os acessos 05 M536, 23 M537, 37
M257, 61 M525 e 95 M400 estdo no mesmo grupo. Os acessos 10 M489, 68 M210 e
4111 MA475 estdo no grupo dois, com didmetros maiores, onde o0 equatorial representava
de 6 a8 mm e o polar de 4 a 6 mm.

Ao analisar o comprimento basal dos estaminddios e o tamanho do pedinculo
(Fig. 6), verificou-se uma grande variacdo em relacdo aos estaminédios. O grupo “1”
apresentou valores que variavam de 0,70 a 1,20 mm (estaminddio parte basal) e 6 a 10
cm (tamanho do pedunculo) e englobava os seguintes genotipos: 39 M481, 4004 M051,
4020 M152, 4021 M035, 4025 M153 e 4038 M059. Para comprimentos maiores (grupo
2), com a parte basal dos estaminddios variando de 1,21 a 1,70 mm e tamanho do
pedunculo até 16,67 cm, os gendtipos 05 M536, 68 M210, 4019 M181, 4039 M061, 4040
M130 e 4120 M543 se destacaram.
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A andlise dos diametros dos botdes florais (polar e equatorial) e do comprimento
basal dos estaminddios revelou algumas semelhangas entre os gendtipos (Fig. 6). No
primeiro grupo, trés acessos se interrelacionaram: 37 M257, 61 M525 e 95 M400. No
segundo grupo, apenas dois acessos apresentavam semelhancas (68 M210 e 4111 M475).

Em termos de didmetro dos botdes florais e tamanho dos pedunculos, os dois
grupos apresentavam pouca similaridade entre si. Os acessos 23 M537 e 61 M525 ficaram

no grupo (grupo 1), e os acessos 10 M489 e 68 M210 no segundo grupo (Fig. 6).

3.3 Embriogénese somatica de diferentes genotipos
3.3.1 Percentual de recobrimento dos estaminddios com calos

Apos 35 dias em meio de formacéo de calos, constatou-se, uma grande variacéo
no percentual de recobrimento dos estaminodios com calos entre os gendtipos, conforme
mostrado na Tabela 6.

Nessa mesma Tabela, os resultados referentes a esses percentuais para 0S
respectivos gendtipos, foram divididos em grupos, conforme as semelhancas dos
percentuais entre os acessos. Foram divididos em seis classes, sendo 0 grupo um
composto por sete genotipos apresentando média 36,4 estaminddios correspondendo a
25% de recobrimento, porém esse valor foi menor que o grupo 3 (66,7 estaminodios) que
compreendia apenas trés acessos (Fig. 7B). Com 50% de recobrimento, os grupos 4 e 6
exibiram as maiores médias com 38,8 e 55,0 estaminddios, respectivamente. Em relacéo
ao percentual de 75%, os grupos 4 (42,5 estaminddios) e 5 (55,0 estaminodios) se
destacaram. A auséncia de recobrimento com calo e total recobrimento do explante com
calo (100%), para a maioria dos grupos mostraram-se baixos, variando de 3,3 a 5,7
estaminddios, em alguns casos especificos ocorreu valores como 50,0 estaminddios
(auséncia de recobrimento do grupo 2) e 25,0 estaminddios (100% de recobrimento no

grupo 5).
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Tabela 6. Agrupamento dos 24 gend6tipos de Theobroma cacao L. (cacaueiro) com base

no percentual de recobrimento de estaminddios com calos, por meio do algoritmo k-

means clustering.

Percentual de recobrimento do estaminédio com calo

0%

25%

50%

75%

100%

GRUPOS GENOTIPOS

Estaminddios recobertos com calo do total
inoculado dentro de cada genétipo avaliado

(%)* TOTAL

1 M031 50 400 150 350 50 100,0
1 MO059 00 350 200 200 250  100,0
1 M155 100 450 10,0 30,0 5,0 100,0
1 M210 150 300 30,0 250 0,0 100,0
1 M400 50 400 250 300 0,0 100,0
1 M475 50 350 300 300 0,0 100,0
1 M576 00 300 350 300 50 100,0

Média 57 364 236 286 57 100,0
2 MO61 500 100 50 350 0,0 100,0

Média 500 100 50 350 0,0 100,0
3 M130 00 700 50 250 0,0 100,0
3 M199 100 650 10,0 150 0,0 100,0
3 M489 00 650 200 150 0,0 100,0

Média 33 667 117 183 0,0 100,0
4 MO051 00 200 450 300 50 100,0
4 MO065 00 00 400 400 200 1000
4 M481 00 150 300 550 0,0 100,0
4 M543 00 150 400 450 0,0 100,0

Média 00 125 388 425 6.3 100,0
5 M035 00 00 200 550 250 1000
5 MO062 00 50 150 450 350 1000
5 M152 00 00 100 500 400 1000
5 M153 00 200 150 450 20,0 1000
5 M181 50 100 50 550 250 1000
5 M525 00 00 150 800 5,0 100,0

Média 08 58 133 550 250  100,0
6 M257 00 200 700 100 0,0 100,0
6 M536 00 250 500 250 0,0 100,0
6 M537 00 550 450 00 0,0 100,0

Média 00 330 550 120 0,0 100,0

*Foram inoculados 20 estaminddios por genétipo (n=20).
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3.3.2 Tipos de calos formados e regido de formagao

Devido aos percentuais de recobrimento dos estaminddios, foram observados
diferentes tipos de calos e inclusive estaminddios desprovidos de calos, a exemplo
daqueles oriundos do genotipo 10 M489 (Fig. 7A).

Quanto ao aspecto morfologico dos calos formados, foram observados calos
granulares (Fig. 7C- H) e nodulares (Fig. 7C- F). Em quatro genoétipos, 05 M536, 39
M481, 61 M525 e 4120 M543, foram visualizados somente calos granulares e, nos
demais, foram visualizados apenas calos nodulares isolados ou a presenca de ambos os
tipos de calos no mesmo estaminddio. Ao final dos 14 dias em meio de multiplicacdo de
calos, ja é possivel observar sinais de oxidacao, parcial (Fig. 7F, G) ou total (Fig. 71) dos
calos primarios.

Salienta-se que 3 gendtipos se destacaram (4019 M181, 4029 M031 e 4083 M199)
por uma alta taxa de oxidacéo ao final do periodo de inoculagdo em MDE e pela formagéo
de embriBes somaticos. Em meio de desenvolvimento de embrides sométicos também foi
notado o recobrimento total de todos os explantes ou da metade deles, com calos

esbranquicados, granulares e volumosos (Fig. 7H).
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Figura 7. Fases da rota da embriogénese somatica de Theobroma cacao L., a partir de
estaminddios de cacaueiro. A. Estaminddio do genotipo 10 M489 turgido sem formagéo
de calos primarios. B. Inicio de formacdo de calos primarios nas porcdes basal e apical
(setas) de estaminodio do gendtipo 10 M489 aos 21 dias, em meio de inducdo de calos
(MIC). C. Presenca de calos nodulares (seta) e granulares em estaminddio do gendtipo
68 M210. D. Estaminodio do gendtipo 95 M400 com alta taxa de recobrimento com calos
granulares. E. Explante do genétipo 4025 M153 aos 21 dias, em MIC, com 50% de
recobrimento com calos com inicio de oxidacao. F. Explante do genotipo 4025 M153 aos
14 dias, em meio de multiplicacdo de calos, com 75% de recobrimento calos e com
algumas areas oxidadas. G. Explante do gendtipo 4025 M153 aos 30 dias, em meio de
desenvolvimento de embrifes, com oxidacdo e surgimento de embrides somaticos (seta).
H. Recobrimento total com calos granulares de estaminddio do genétipo 68 M210; notar
calos nodulares diminutos (seta). 1. Oxidacdo total de calos do genotipo 4035 MO65 e
natureza hiper-hidratada do calo (seta). Escalas: A, C=1,0mm; B,D,E,F, G, H, 1 =2
mm.
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Em relacdo ao local de surgimento dos calos primarios (Tabela 7), observou-se
que, na maioria dos genotipos, a formacdo ocorreu na base (Fig. 7C, E), variando entre
65 e 100% dos estaminddios, em cada acesso. Outros dois genétipos apresentaram
formacdo completa de calo por toda a extenséo do estaminddio (grupo 2), com 60 a 65%
de seus estaminddios. As outras areas, apice e mediana, a formacéao de calos ocorreu de

maneira isolada dentro dos acessos, mas em conjunto com a base.

Tabela 7. Agrupamento dos gendétipos ndo-comerciais de Theobroma cacao L.
(cacaueiro) em relacdo a regido de formacao de calos em explantes florais (estaminddios),

aos 21 dias em meio de indugéo de calos.

Regido de formacéo

Grupos Gendtipos com formacao de calos de calos
05 M536; 10 M489; 23 M537; 29 M576; 37 M257; 39
1 M481; 61 M525; 68 M210; 95 M400; 4004 M051; 4008 base
M155; 4019 M181; 4020 M152; 4025 M153; 4029 M031;
4035 M065; 4039 M061; 4040 M130; 4055 M543
2 4021 MO035 e 4038 M059 inteiro

3.3.3 Percentual de oxidacdo de calos formados

No periodo de 14 dias em meio de multiplicacdo de calos com a oxidacdo dos
calos primarios, constataram-se, que na maioria dos genétipos avaliados, houve auséncia
de oxidacdo (grupo 1) ou baixo percentual de oxidagdo (25%). Taxas de 25-75% de
oxidacdo, foram verificadas apenas para 3 acessos dos grupos 3 e 4 e, em alguns casos

isolados, ndo exclusivo de um genotipo, houve oxidacdo completa (Tabela 8).
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Tabela 8. Agrupamento dos genotipos ndo-comerciais de Theobroma cacao
L.(cacaueiro) em relacdo ao percentual de oxidacao de calos oriundos de estaminddios,
aos 14 dias em meio de multiplicagéo de calos.

Percentual de

Grupos Gendtipos L
oxidacéao
05 M536, 10 M489; 29 M576; 37 M257; 39 M481; 61 M525; 68 M210; 95
1 M400; 4008 M155; 4037 M156; 4039 M061; 4040 M130; 4111 M475 e auséncia
4120 M543
4004 M051; 4020 M152; 4025 M153; 4029 M031; 4035 M065; 4055 M062 25
0
e 4083 M199;
3 4019 M181 e 4038 M059 25-50%
4 4021 MO035; 50-75%

Quanto a relacdo entre a ocorréncia concomitante de oxidacdo e formacdo de
embrides somaticos (Tabela 9) verificou-se que 16 genotipos exibiram oxidacgdo e
formacéo de embriBes somaticos, ao passo que em 6 acessos apresentaram oxidacdo sem
ocorréncia de embriogénese (grupo 4) (Fig. 71). Em alguns casos, houve oxidacdo, sem a

formacéo de embrides somaticos, e em outros dois (grupo 5).

Tabela 9. Agrupamento dos gendtipos de Theobroma cacao L. (cacaueiro) em relacao a
formacéo de embrides somaticos em comparacdo ao percentual de oxidacdo dos calos aos

30 dias em meio de desenvolvimento de embrides somaticos.

Grupos Gendtipos Oxidacéo e formgt_;ao de embrides
somaticos
10 M489, 29 M576, 4004 MO051, 4008 M155, 4019

M181, 4020 M152, 4025 M153, 4029 M031, 4035 oxidagdo com formacdo de embribes

! MO065, 4038 M059, 4039 M061, 4040 M130, 4055 somaticos
MO062, 4083 M199, 4111 M475 e 4120 M543.
2 37 M257 e 68 M210 casos |§olados de 9~X|da<;ao,, sem
formacdo de embrides somaticos
3 05 M536, 23 M537, 39 M481, 61 M525, 95 M400  oxidacao sem formacao de embrides

e 4021 MO035 somaticos

3.3.4 Percentual de formacado de embrides somaticos
Quanto ao potencial de formacdo de embrides somaticos para 0s respectivos

gendtipos, no periodo de 30 dias em meio de desenvolvimento de embrides (MDE),
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comparando com os agrupamentos dos percentuais de recobrimento dos estaminddios
com calos (Fig. 8), observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos 4
e 5 quanto a quantidade de estaminddios com formacdo de embrides sométicos. Nos
demais grupos, nao foi observada interacdo significativa entre eles. Além disso, registrou-
se um baixo percentual de estaminddios com formacéo de 11 ou mais embriGes somaticos:
18% no grupo 3, 14% no grupo 1 e apenas 5% no grupo 6. E o grupo 2 nédo foi

contabilizado devido ser o um Unico gendtipo.

1,0 1

0,9 -

0,8 -

1

0,7
0,6 -
0,5 -

04 -

034 a ab

I ab
021 02182 T
0.1818
0.1 0,1494 ab b

Percentual de estaminodios com 11 ou mais embrides somaticos

0,05 0.0]-'121
0,0 , : : : .

4 3 1 6 5

Figura 8. Percentual de formacdo de 11 ou mais embrides somaticos, independente do
gendtipo avaliado, porém dentro dos agrupamentos de percentuais de recobrimento de

estaminddios com calo, apds 30 dias em MDE.
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O processo de embriogénese somatica, de maneira geral, foi assincrénica, com
formacdo de embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento em um
mesmo cluster (Fig. 8A-D). Quanto ao nimero total de embries somaticos formados, o
genotipo 4025 M153 destacou-se, como observado na Tabela 10, com 165 globulares, 64
cordiformes, 19 torpedos e 82 cotiledonares, o que totaliza 330 embrides somaticos.
Alguns genotipos como 4035 MO65 e o préprio 4025 M153 apresentaram a formacao de
embrides somaticos com aparentemente anormalidades, geralmente fusionados, com
dificil individualizacdo (Fig. 8E), embora ndo tenham sidos avaliados até a fase de
aclimatizacéo.

Durante o periodo de avalia¢do, os genotipos 95 M400 e 4020 M152 apresentaram
estaminddios com calos que formaram apenas raizes, sem a formacdo de embrides

SOmaticos.

Tabela 10. Namero total de embrides somaticos formados nos genotipos de Theobroma
cacao L. (cacaueiro) em diferentes estadios de desenvolvimento (n=20), apos 15 dias em
MDE.

Estadio de desenvolvimento

Genotipos
Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar Total
10 M536 8 1 0 17 26
29 M576 141 26 1 64 232
4004 M051 10 3 1 13 27
4008 M155 0 0 0 2 2
4020 M152 18 4 4 12 38
4025 M153 165 64 19 82 330
4029 M031 4 2 0 0 6
4035 M065 77 44 21 43 185
4038 M059 81 39 5 23 148
4039 M061 4 4 3 4 15
4040 M130 2 2 0 6 10
4055 M062 22 2 0 0 24
4083 M199 14 7 0 7 28
4111 M137 7 10 0 23 40
4120 M543 23 1 5 13 42
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Ao aplicar o teste de hipoteses em cada um dos grupos identificados (conforme
Tabela 5), constatou-se que, independentemente do percentual de oxidacgdo, a chance de
formacédo de embrides somaticos (11 ou mais E.S. por grupo) em calos oxidados é 9,72%
maior em comparagdo com calos ndo oxidados.

Com relacdo ao ndmero de embribes somaticos em cada estadio de
desenvolvimento, considerando os acessos avaliados (Figs. 9, 10), verificou-se o gendtipo
4038 M059 destacou-se com relacdo ao nimero de embrides somaticos globulares (13,3),
quando comparado aos genotipos 10 M489, 4011 M137, 4025 M153, 4035 MO065 e 4120
M543, mas ndo se diferenciou dos outros acessos, com médias menores (Fig. 9A).

Form. de embrides globulares Form. de embrides torpedos
18.0 8
16.0 a a
14.0 6
120
5
10.0
4 ab ab
8.0 T ab ab
3 1 T ab
2 T ab
6.0 ab ab ab . i
T B 2
40 D ab z b b
T b b
20 I I I ﬁ bbb by i I b b
s . _ 0 (|
4038 4020 9 4029 4083 4004 10 4011 4025 4035 4120 4025 4004 10 4035 29 4038 4120 4020 4029 4011 4083
MO059 MI152 MS576 MO31 MI199 MOS1 M489 MI137 MI53 MO065 M543 M153 MO5S1I M489 MO065 M576 MO59 M543 MI52 MO31 MI137 M199

Form. de embrides anormais

a
P
a_b
6
4 ILJb ;
) b
, I i . .

b
b b b
4025 4035 29 M576 4020 10 M489 4029 4120 4004 4011 4038 4083
MI33  MO65 MI152 MO031 M543 MO5S1  MI37 MO39 MI199

AT

Figura 9. Médias das quantidades de embriGes somaticos de cacaueiros nos estadios
globular, torpedo e anormais. Letras diferentes indicam interacao estatisticas significativa

entre o0s gendtipos, conforme Teste de Tukey, a 5% de significancia. Barras representam
0 erro padrdo.

No estadio torpedo, 0 acesso 4025 M153 foi 0 que apresentou a maior media, com
5,67 embrides. Este acesso ndo se diferenciou estatisticamente de seis genotipos,
conforme mostrado na Figura 9B.
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Quanto ao numero de embrifes somaticos anormais (Fig. 9C), os gendtipos 4025
M153, 4035 M065 e 29 M576 néo apresentaram diferenca significativa entre si, com
médias de 12,67, 8,00 e 5,67 embriGes, respectivamente. De modo geral, verificou-se que
a maioria dos genotipos tiveram formagdo e desenvolvimento de embriGes sométicos
normais.

Para os estadios cordiformes e cotiledonares, ndo houve diferenga estatistica
significativa entre os gendtipos investigados (Fig. 10). Para a fase cordiforme, as maiores
médias foram encontradas nos acessos 4038 M059, 4035 M065 e 29 M576 (Fig. 10A). Ja
em relacdo ao estadio cotiledonar, o valor médio foi inferior a 5,0 embrides somaticos,
com destaque para 0s genotipos 29 M576 e 4004 M051 (Fig. 10B).

Form. de embrides cordiformes Form. de embrides cotiledonares
43

433 433
3,67
s s
5 4 2,67
3 T2
4 2,67 2
: 167 167 2 13 133
2 ! ! booer
2 L 6
SR 5 .
| L 1 I I I 1
51

4038 4035 29 MS76 10 M489 4004 4020 4029 4083 4120 401 4025 29 M576 4004 10 M489 4038 4025 4120 4011 4035 4029 4020 4083
MO53  MO65 MOS1  MI52  M031  MI19% M543 MI3T  MIS3 MO MO052  MIS3 M543 MI37  MO065  MO31L  MIS2  MI199

Figura 10. Medias de embriGes somaticos de Theobroma cacao L. (cacaueiro) nos
estadios de desenvolvimento similares ao cordiforme e cotiledonar. Barras representam o

erro padrao.

3.4 Caracterizacdo morfoanatdmica da diferenciacdo de embrides somaticos de
cacaueiro

Os embrides somaticos surgiram, ao final do periodo em meio de desenvolvimento
de embrides somaticos (MDE), apresentando formato globular (Fig. 11A, B) coloracéo
esbranquicada transltcida e tamanho reduzido, isolados ou em grupos. Tais embrides
evoluiram para estruturas similares a embries cordiformes (Fig. 11B) com inicio do
apontamento dos cotilédones (Figs. 11B, 12A, B). Anatomicamente, eles eram
caracterizados pela presenca de protoderme definida (Fig. 12B), meristema fundamental
com células parenquimaticas vacuoladas e corddes procambiais formados por células

alongadas, com nucleos evidentes (Fig. 12B, B”). Constatou-se também, a presenca de
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compostos fendlicos (coloragdo esverdeada) em areas proximas a protoderme em direcéo
anticlinal (Fig. 12B, B”) e, sobretudo, em regides com diferenciagdo dos cotilédones ¢ de
surgimento de raizes.

Posteriormente verificou-se uma fase intermediéria, conhecida como torpedo
(Figs. 11B, 12C-D), em que foi possivel visualizar o alongamento do eixo hipocotilo-
radicula do embrido. Os cortes anatdmicos evidenciaram o inicio de formacdo do
meristema apical caulinar, além dos meristemas previamente mencionados e
diferenciacdo de elementos de vasos (Figs. 12D, E). Constatou-se também embrifes em
fase similar a cotiledonar, caracterizada por cotilédones definidos com coloracao
esbranquicada (que posteriormente originardo as folhas) e espessamento do hipocotilo,
com coloracdo amarelada.

Foi possivel notar assincronias e aparentemente anormalidades (Fig. 11E) nos
estadios de formacdo de embrides somaticos. Alguns gendtipos exibiram formacdo de
raizes com diametros variados (Fig. 11F).
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Figura 11. Estadios de desenvolvimento de embrifes somaticos de Theobroma cacao L.
(cacaueiro). Genotipos: 4025 M153 (A, C); 4083 M199 (B); 4040 M130 (D); 10 M489
(E); 95 M400 (F). A. Embrides globulares individualizados e agrupados; embrides em
fase de desenvolv desenvolvimento posterior (seta). B. Embries globulares (setas) e
cordiforme (cabeca de seta). C. Embrido em fase similar a torpedo. D. Caracterizacdo de
embrido na fase similar a cotiledonar. E. Ocorréncia de aparentemente anormalidade
(retdngulo), juntamente com embrido cotiledonar (seta). F. Organogénese (seta
evidenciando raiz). Abreviacdo: cg: calos granulares; ct: cotilédone; esc: embrido
somatico cotiledonar; esg, embrides somaticos granulares; est: embrido somatico torpedo.

Escalas: A-F =2 mm.

Aos 30 dias em meio de desenvolvimento de embrides somaticos, observou-se
embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento havendo uma evolucéo
de suas células para formacdo de tecidos especificos. Nas primeiras fases de formacéo
(Fig. 12A, B), é possivel notar uma maior densidade de células proximas ao meristema
fundamental de tamanho reduzido, o que indica uma regido meristematica, enquanto as

outras células sdo mais espacadas.
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Figura 12. Caracterizagdo anatdmica dos estadios dos embrides sométicos de cacaueiros.
Genotipos: 4040 M130 (A); 29 M576 (B); 4025 M153 (C, D, E). A. Embrides globulares
e cordiformes. B. Anatomia da fase cordiforme (cabeca de seta: compostos fendlicos).
B’. Tecido da protoderme. B”. Meristema primario procambio. C. Estadio de torpedo. D.
Anatomia da fase de torpedo. E. Ampliacdo de células de formacéo de tecidos na fase
torpedo (cabeca de seta: mucilagem). Abreviacao: ct: cotilédones; mac: meristema apical
caulinar; mf: meristema fundamental; pc: procadmbio; pt: protoderme. Escalas: A e C=2
mm; B’, B> =25 uM; E =100 uM; B, D = 200 uM.

3.5 Germinacao de embrides somaticos do cacaueiro

Apds 90 dias em meio de regeneracdo de plantas, a maioria dos embribes
somaticos apresentava coloracdo esverdeada e, inicialmente, com indicios de ma
formacdo, como fusionamento e/ou hiperidricidade. Entre os 24 genoOtipos estudados,
alguns se destacaram pela quantidade significativa de embribes somaticos, conforme
indicado na Tabela 10 e nas Figuras 13A-C, tanto normais quanto anormais (Fig. 13D),
além do surgimento de novas raizes adventicias.

Nos acessos com embrides normais, foi perceptivel o desenvolvimento
progressivo para a formacdo de plantas maduras, com alongamento e expansdo das
primeiras folhas, como observado no gendtipo 4025 M153 (Fig. 13E). Além disso, alguns

acessos demonstraram surgimento de raizes principais e secundarias, como o 4083 M199
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(Fig. 13F), com desenvolvimento das folhas e amarelamento e murchamento dos
cotilédones (Fig. 13F).
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Figura 13. Caracterizacdo morfoldgica de embrifes somaticos de Theobroma cacao L.
(cacaueiro) em meio de regeneracdo de plantas. Gendtipos: 10 M489; 29 M576; 4020
M152 (A, D); 4025 M153 (E); 4035 M065(A-C); 4038 M199 (F). A. Embrides somaticos
em meio de regeneracdo de plantas. B- D. Acessos com embribes com expressivo
desenvolvimento; notar embrifes somaticos anormais e normais. E. Evolugdo no
desenvolvimento de embrifes. F. Planta madura com raizes e folhas individualizadas.

Setas = cotilédones. Escalas: A-D=1,1cm; E=0,5cm.
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4  DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo fenotipica de explantes florais de diferentes genétipos de
cacaueiro utilizados para inducdo da embriogénesese somatica

Observaram-se, no presente trabalho botdes florais com diferentes coloragdes
variando do avermelhado, arroxeado e esverdeado e estaminddios avermelhados e
arroxeados. 1sso se deve principalmente a variabilidade exibida pelos cacaueiros de
coloragBes tanto em seus frutos (Jean-Marie et al., 2022; Vasquez-Garcia et al., 2022)
quanto em suas flores (Martinez et al., 2017). Isso é resultado dos cruzamentos entre
grupos tradicionais crioulo, forasteiro e trinitario (Bartley, 2005), e a influéncia também
dos acessos selvagens.

Embora ndo haja uma proporcdo definida para a quantidade de flores e
estaminddios com determinada coloracdo, sabe-se que o0s acessos influenciam
significativamente producdo de flores, assim como a estacdo e bioma (Nieves-Ordufia et
al., 2023) e, na cultura de tecidos, promovendo uma maior ou menor taxa de regeneracdo
de plantas in vitro (Daouda et al., 2019; Bustami; Werbrouck, 2024).

4.1.1 Correlacéo entre as variaveis morfoldgicas

Adentrando as variaveis morfométricas, constataram-se respostas variadas entre
0s acessos, indicando relacGes distintas entre si. Alguns gendtipos possuem caracteristicas
Unicas e de interesse representativo. Apesar de algumas correlac6es, como aquelas entre
o diametro polar e equatorial do botéo floral e 0 comprimento dos estaminddios com o
comprimento basal dos estaminddios, serem fortes e positivas, com uma correlacdo de
0,73% em ambas as comparacdes, ndo se observou o mesmo padrdo nas demais variaveis.
Isso evidencia que variaveis mais proximas tendem a produzir resultados mais precisos
do que aquelas mais distantes.

Nas andlises das relacbes entre genOtipos e caracteristicas morfométricas
mostraram alguns resultados correlacionados. No entanto, ndo foi possivel afirmar que
botBes florais com diametros polares e equatoriais maiores resultem em estaminodios

com comprimentos correspondentes.
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4.1.2 Analises relacionadas aos estaminodios

Diante do exposto acima, a abordagem mais logica foi agrupar os genotipos com
base nas semelhancas no comprimento médio dos estaminddios, explante esse,
amplamente utilizado para a formacédo de embrides sométicos de T. cacao (Li etal., 1998;
Maximova et al., 2022; Ramirez; Hajduk; Trujillo, 2022). Os agrupamentos com maiores
naumeros de acessos (grupos B e D) apresentavam, em média, estaminodios com cinco
mm de comprimento, o que € positivo ao considerar uma maior area de formacao de calos
que, posteriormente, poderdo formar embrifes somaticos (Montoya et al.,2022; Georges
et al., 2023).

Ao comparar os diametros equatorial e polar dos botdes florais, observou-se que
0s maiores valores do didmetro equatorial foram encontrados em mais gendtipos,
enquanto os menores diametros apareceram com mais frequéncia em relacdo ao diametro
polar. 1sso sugere que a maioria dos genotipos prioriza a producéo de botdes florais mais
extensos (Ha et al., 2016; Ramasamy et al., 2022), 0 que pode ser vantajoso para a
formacé&o de calos, devido a producdo de estaminodios maiores.

Os grupos com a maior quantidade de genotipos foram os B, C e D, contendo 7,
5 e 6 gendtipos, respectivamente. O comprimento do estaminddio oscilou entre 3,5 e 5,3
mm, e apenas alguns acessos mostraram resultados diferentes dos mencionados. 1sso
indica que a maioria dos acessos possui a vantagem de uma area mais extensa para a
formacéo de calos e embrides somaticos.

Os estaminodios de coloragdo arroxeada, entre 0s genotipos utilizados,
apresentaram 0s maiores comprimentos. Essa caracteristica € atribuida a presenca de
antocianinas especificas e outros pigmentos flavonoides (Alemanno et al., 2003;
Vasquez-Garcia et al., 2022). Essas substancias definem coloracdo que variam do
vermelho, roxo e azul, que acumulam nos vacuolos das células para coloracdo de 6rgaos
vegetativos e reprodutivos como atrativo para polinizadores e dispersores (Hatier; Gould,
2009). Alem disso, podem estar relacionadas a outras caracteristicas quimicas, bioldgicas
e ambientais (Landia; Tattinib; Gould, 2015), além de influenciar a formacdo e
desenvolvimento na cultura in vitro, embora esses aspectos ainda necessitem de estudos

adicionais.



155

4.1.3 Anélises descritivas para as demais variaveis

Nesse estudo, os diametros dos botdes florais variaram entre 4 a 6 mm em ambas
as dimens6es (equatorial e polar). Quanto ao comprimento basal dos estaminddios em
relacdo ao tamanho do peddnculo, foram divididos em duas categorias (dimensfes
menores e maiores). Os estaminddios apresentaram comprimento variando de 0,70 a 1,70
mm, enquanto o tamanho do peddnculo variou de 6 a 16,67 mm. No entanto, essas
variaveis ndo tém impacto direto no tamanho das estruturas internas do botdo floral e
propriamente o botdo floral, estando mais relacionadas a maturidade da inflorescéncia e
a influéncia genotipica (Akoa et al., 2021; Bhavishya et al., 2024).

Na analise dos diametros dos botdes florais em relacdo ao comprimento basal dos
estaminddios, os gen6tipos mostraram pouca dependéncia, sendo apenas trés acessos com
valores menores e dois com valores maiores. Da mesma forma, ao comparar essa variavel
com o tamanho dos pedunculos, apenas dois acessos demonstraram semelhanca em
ambos os aspectos, dessa forma essas variaveis ndo possuiam dependéncia entre si.

Isso ocorre porque, apesar de fazerem parte da mesma flor de cacaueiro, fatores
geneticos e ambientais podem influenciar os estaminddios, botdes florais e pedinculo de
maneiras diferentes, uma vez que possuem funcgdes distintas. Os estaminodios, apesar de
inférteis, ttm um papel originalmente reprodutivo, enquanto os botdes florais e
pedunculo, mais expostos, sdo mais suscetiveis as condi¢cbes ambientais (Ledn, 2000;
Swanson; Carlson; Guiltinan, 2008; Queiroga et al., 2021).

Em relacdo a proximidade do pedunculo dos estaminddios, esse proporciona
beneficios, pois facilita a transferéncia de nutrientes para o desenvolvimento dos
estaminddios, sendo eles dessa forma, mais responsivos para formacdo de calos
embriogénicos com potencial de regeneracdo de planta (Gonzélez; Rojas; Rieche, 2005;
Salazar et al., 2006; Trujillo; Garcés; Rua, 2011; Borghi; Fernie, 2017; Silva; Amado;
Delgado, 2022). Assim, optou-se por compara-los (tamanho do pedinculo e comprimento
dos estaminddios). Porém esses agrupamentos possuiam a mesma quantidade de acessos
tanto para tamanhos menores (tamanho do pedunculo- 6 a 10 cm e comprimento dos
estaminddios- 2 a 4 mm) quanto maiores (tamanho do peddnculo- até 16,67 cm e
comprimento dos estaminddios- 4 a 6 mm) para ambas as variaveis (6 genotipos), sendo
eles: 05 M536, 68 M210, 4019 M181, 4039 M061, 4040 M130 e 4120 M543, ndo

havendo uma vantagem morfoldgica.
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4.2 Embriogénese somatica de diferentes gendtipos
4.2.1 Percentual de recobrimento dos estaminddios com calos

Apos 35 dias em meio de formacdo de calos, foi possivel visualizar respostas
morfoldgicas mais evidentes nos gendtipos estudados. Diante disso, os genétipos foram
agrupados conforme as caracteristicas do processo de embriogénese somética do
cacaueiro.

Uma das primeiras respostas foi a formacéo de calos especificos dessa espécie -
granulares e nodulares (Ramasamy et al., 2022; Martinez-Hernandez et al., 2024),
avaliando-se o percentual de recobrimento dos estaminddios para cada gendtipo. A
maioria dos gendtipos formaram calos com proporcdes que variaram de 25% a 100% de
recobrimento, e poucos com auséncia de calos.

Ao analisar as distribuicbes em grupos, buscou-se agrupa-los com base nas
semelhancas nos percentuais de formacéo de calos (auséncia, 25%, 50%, 75% e 100%),
visando selecionar genotipos com maior potencial para a formacao de embrides somaticos
em maiores areas (Daouda et al., 2019; Bustami; Werbrouck, 2024). Os dados obtidos
indicam que a escolha do grupo 4 (4004 M051, 4035 M065, 39 M481, 4120 M543) seria
mais vantajosa, pois apresenta maiores valores de recobrimento dos estaminodios com

calos, 50% (0,39) e 75% (0,43), em comparagdo aos outros grupos.

4.2.2 Tipos de calos formados e regido de formacao

Na maioria dos genétipos ndo comerciais de cacaueiro estudados, foram
identificados os dois tipos comuns de calos, os granulares e os nodulares, os quais podem
possuir potencial embriogénico ou consistir apenas de células vacuoladas (Rua et al.,
2016; Ajijah et al., 2016). Em alguns explantes, esses tipos de calos foram observados de
forma isolada.

O local de surgimento desses calos é crucial ao considerar a utilizacdo de regides
especificas dos explantes, objetivando a otimizacdo da calogénese. Notou-se que a
maioria dos calos se formava na base dos estaminddios (entre 65 a 100% dos
estaminddios em cada acesso), 0 que € interessante devido a presenca evidente do sistema
vascular, além da ocorréncia de mucilagem e compostos fendlicos nessa regido
(Alemanno et al., 2003; Garate-Navarro; Arévalo-Gardin, 2017; Rosabal et al., 2022).
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4.2.3 Percentual de oxidacdo de calos formados

Ao final dos 14 dias em meio de multiplicacdo de calos, evidenciou o inicio da
oxidacdo dos calos de cacaueiro, seja parcial ou total. A oxidacdo (escurecimento) é
atribuida a expressiva liberacdo de compostos fenolicos nesta espécie, 0s quais podem
influenciar ou ndo na viabilidade do explante dependendo do procedimento utilizado
(Huqg et al., 2024).

A oxidacdo dos calos dos explantes demonstrou ser benéfica para a formacao de
embrides somaticos em espécies como Piper hispidinervum C. DC. e Arenga pinnata
Wurmb Merr (Muda; Awal, 2017; Souza et al., 2022) Por outro lado, em espécies como
Hevea brasiliensis L., Eucalyptus grandis W.Hill ex Maiden e Eucalyptus urophylla S.T.
Blake, esse processo € essencial como um pré-requisito para a ocorréncia da formacéo de
embrides somaticos (Leclercq et al., 2012; Moura et al., 2019).

Autores que estudam cultivo in vitro oferecem diferentes explicagdes positivas
para a presenca de calos oxidados em culturas embriogénicas, tais como: morte celular
programada (Liu; Yang; Shen, 2015), aumento do estresse celular que induz a
reprogramacao da expressdo génica (Ikeuchietal., 2018; Su et al., 2020), e a possibilidade
de que esses exsudatos tenham um papel na protecdo contra condigdes ambientais

desfavoraveis durante o cultivo (Corredoira et al., 2015; Silva-Cardoso et al., 2019).

4.2.4 Percentual de formacdo de embrides somaticos

Nesse estudo, ao comparar os grupos formados quanto ao potencial de formacéo
de embrides somaticos (11 ou mais embrides), destaca-se novamente o grupo 4 (21%),
que apresenta uma maior quantidade de formacao de embrides somaticos, diferenciando-
se estatisticamente de outro grupo com mais acessos, 0 grupo 5 (4%).

Além disso, conseguimos identificar que em 16 gendtipos, notou-se o avanco da
oxidacdo de seus calos, porém sem impedir a formacdo de embrides somaticos (9,72%
maior de formacao). Ou seja, 0 processo de escurecimento ndo prejudicou a embriogénese
somatica, podendo ter envolvimento em outros processos como: protecdo dos explantes
as condic¢des estressantes in vitro ou auxilio no metabolismo do horménio vegetal- auxina
(Silva- Cardoso et al., 2019).

Aos 30 dias de desenvolvimento dos embrides sométicos, foi observado uma
expressiva formacdo de embrides somaticos, na maioria dos gendétipos. O processo foi

assincrdnico, com embrides em diferentes estadios de desenvolvimento, geralmente em
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agrupamentos. Os dados também evidenciaram a ocorréncia de genotipo dependéncia, o
que € comumente reportado em cacaueiro (Maximova et al., 2002; Kahia et al., 2017) e
em vérias outras espécies lenhosas, como Cupressus sempervirens L. (Barberini; Danti;
Lambardi, 2016), Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (Peng et al., 2022) e Hevea
brasiliensis L. (Wang et al., 2023).

A elevada capacidade de formacdo de embriGes somaticos observada em alguns
genotipos, como 4025 M153 e 4035 M065, indica uma predisposicao genética favoravel,
envolvendo genes especificos para uma eficiente e larga escala de regeneracdo de plantas
que precisam ser melhor investigado, assim como reportado nos trabalhos de Elhiti,
Stasolla e Wang (2013) e Garcia et al. (2022). Contudo, o surgimento de embrides
somaticos com aparentemente anormalidades e a dificuldade de individualizagdo
representam um problema que requer mais investigacdes (Garcia et al., 2022; Henao;
Osorio; Urrea, 2024). Nesse caso, torna-se necessario realizar estudos mais aprofundados
sobre a espécie, 0s genes responsaveis e as manipulagdes da cultura in vitro que
influenciam a embriogénese somatica, visando sobrepor tais limitagdes.

Garcia et al. (2022), por exemplo, associaram a ocorréncia de embrides anormais
em cacaueiro com o etileno e alteragcGes epigenéticas. Isso se deve a utilizacdo do
regulador de crescimento 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) nos meios de cultivo de
cacaueiro levando ao aumento da producdo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC), um precursor do etileno (Garcia et al., 2022). Resultando em ambientes hipoxicos
(com insuficiéncia de oxigénio) em condi¢bes in vitro, afetando o desenvolvimento
normal das células (Loreti; Perata, 2020; Weits; Dongen; Licausi, 2021).

Essa hipdxia interfere na comunicacdo entre as proteinas transportadoras de
etileno e de efluxo de auxina, influenciando diretamente na polaridade celular,
determinante para a orientacdo do crescimento e desenvolvimento das células vegetais,
importantes para a adaptacdo das plantas a diferentes condi¢cdes ambientais e para o
desenvolvimento coordenado de seus tecidos e 6rgdos (Loreti; Striker, 2020; Garcia et
al., 2022)

Para os embrides somaticos que apresentam formacdo e desenvolvimento
normais, foram identificados diferentes estadios, como globulares, cordiformes, torpedos
e cotiledonares (Vale et al., 2018; Botini et al., 2021). Essa classificacdo ndo apenas se
aplica aos embrides zigdticos, mas também aos embrides somaticos, evidenciando a

similaridade nos processos de desenvolvimento entre essas duas formas de embriogénese.
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A anélise estatistica revelou, diferencas significativas entre os estadios globulares,
torpedos e os embrides somaticos anormais. Alguns gendtipos mostraram médias mais
altas de formacdo de embrifes soméaticos em cada uma dessas fases: o gendtipo 4038
MO059 destacou-se no estagio globular, enquanto o acesso 4025 M153 foi notavel tanto
no estagio torpedo quanto com relacdo ao nimero de embrides somaticos anormais.

Nos estadios cordiforme e cotiledonar, onde ndao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os acessos avaliados, as médias mais altas foram
observadas nos genoétipos 4038 MO059, 4035 M065 e 29 M576 para o cordiforme,
enquanto os gendtipos 29 M576 e 4004 M051 se destacaram com maiores medias na fase
cotiledonar. Esses resultados estdo diretamente ligados as caracteristicas genéticas desses
genotipos e podem oferecer opcbes promissoras para a selecdo de acessos mais adequados
a producéo e manipulagdo em culturas in vitro (Jones et al., 2022; Bhavishya et al., 2024).

Em alguns genotipos observou-se a ocorréncia da organogénese, sendo eles: 95
M400, 4020 M152. Os processos de embriogénese somatica e organogénese podem
ocorrer simultaneamente devido a superexpressdo, ou seja, a0 aumento consideravel da
producdo de certas proteinas (fatores de transcri¢do) que regulam a expressao de genes
(Stone et al., 2001; Boutilier et al., 2002; Gallois et al., 2004; Ikeuchi; Sugimoto; Iwase,
2013; Horstman; Bemer; Boutilier, 2017). Embora esses processos sigam rotas diferentes,
eles compartilham as mesmas vias de crescimento e diferenciacao celular que levam a
formacdo de calos, 6rgdos adventicios e embriBes somaticos, todos envolvidos na

regeneracdo e desenvolvimento das plantas (Elhiti; Stasolla, 2022).

4.3 Caracterizacdo morfoanatdomica da diferenciacdo de embrides somaticos e
regeneracao de plantas de cacaueiro

Apobs 15 dias de cultivo em meio de regeneracdo de plantas, observou-se um
avancgo nos estadios de desenvolvimento dos embriGes somaticos. No estagio globular
dos embrides, assim como na fase cordiforme, a protoderme, que constitui a parte mais
externa, € altamente meristematica, com uma densidade celular maior e nucleo e nucléolo
visiveis (Borji et al., 2018; Marquez-L6pez et al., 2018). A fase cordiforme se distingue
pela presenca de uma abertura na parte superior, onde os cotilédones comecam a se
formar, acompanhada por um aumento na presenca de compostos fendlicos (Yan et al.,
2020; Botini et al., 2021).
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No estagio seguinte, conhecido como torpedo, os embrifes se alongam e
expandem até alcancar o estagio cotiledonar, onde ocorre uma clara diferenciacdo dos
cotilédones para formar as primeiras folhas, acompanhada do amadurecimento de seus
feixes vasculares (Garcia-Gonzélez et al., 2021; Yu et al., 2024).

Apos 90 dias em meio de regeneracdo de plantas, observou-se uma mudanca na
pigmentacdo dos embriGes somaticos para uma tonalidade esverdeada. Alguns gen6tipos
apresentaram embrides anormais que ndo progrediram para estadios diferenciados, além
de exibirem sinais de hiperidricidade (Nikam et al., 2019; Yilmaz; Khawar, 2024). Por
outro lado, os genétipos com embrides normais mostraram desenvolvimento com
formacdo de raizes, expansao de folhas verdes e murchamento dos cotilédones (Bustami;
Werbrouck, 2024; Paisic-Ramirez et al., 2024).
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5 CONCLUSAO

A embriogénese somatica € uma técnica essencial para a propagacéo in vitro do
cacaueiro, apesar das distintas respostas devido a diversidade morfolégica e genética das
plantas. Apesar disso, este estudo conseguiu investigar a variabilidade fenotipica e a
eficadcia da embriogénese somatica em diferentes gendtipos, revelando resultados
significativos que contribuem para o entendimento das caracteristicas morfologicas e seu
impacto na regeneracao de plantas.

Nesse estudo envolvendo 24 gendtipos ndo-comerciais de cacaueiro, observou-se
a formacdo de botdes florais com diferentes coloragdes (vermelho, roxo e verde), assim
como estaminddios de diferentes cores (vermelho e roxo). A caracterizacdo dos botdes
florais e estaminddios demonstrou 3 genotipos apresentando coloracdo arroxeada, 9
esverdeada e 12 avermelhada.

Medicdes detalhadas foram realizadas quanto os diametros equatorial e polar dos
botbes florais, comprimento e comprimento basal dos estaminddios e tamanho do
pedunculo, agrupadas em categorias para correlacionar suas respostas a embriogénese
somatica. Observando que para analise de correlacdo variaveis proximas, tendem a ter
resultados mais precisos, revelou-se uma correlagao forte e positiva entre o didmetro polar
e equatorial dos botBes florais e 0 comprimento e comprimento basal dos estaminddios
(0,73%), indicando a importancia dessas variaveis na selecdo de gendtipos. Para essa
mesma variavel, verificou-se que os estaminddios de alguns grupos como, B e D, com
maior nimero de acessos, se desenvolvem para ter uma maior area (media de 5 mm),
provavelmente relacionada a ocorréncia de mais formacdes de calos e consequentemente
de embrides somaticos.

Durante os processos de embriogénese somatica, identificou-se se gendtipos com
alta taxa de formacdo e recobrimento com calos (4029 M031; 4038 M059; 4008 M155;
68 M210; 95 M400; 4111 M475 e 29 M576), além de taxas expressivas de oxidacdo (4019
M181; 4038; 4021 M035). A formacao de calos predominou na base dos estaminddios,
com tipos nodulares e granulares sendo 0s mais comuns no cacaueiro. A formacao de
embrides somaticos foi assincrona, com embrides globulares, cordiformes, torpedos e
cotiledonares observados em diferentes estadios.

Alguns gendtipos se destacaram por sua eficiéncia em todos os estadios de
formacdo, como os acessos 29 M576, 4025 M153, 4035 M065 e 4038 M059, sugerindo

sua promissora capacidade para a propagacdo da espécie. No entanto, apesar do alto
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percentual de formacgdo, também foram observados casos de formacdo de embrides
somaticos anormais, o que pode dificultar a regeneragdo de plantas viaveis e normais. No
entanto, anormalidades na formacdo dos embrides e a ocorréncia de hiperidricidade
indicam que, apesar do potencial promissor de alguns gendtipos, sdo necessarios mais
estudos especificos para esses gendtipos ou até mesmo ampliacdo para a embriogénese
secundaria.

Portanto, os resultados deste trabalho ndo apenas confirmam a variabilidade
genética entre 0s genotipos estudados, mais também que sdo necessarios estudos mais
aprofundados que correlacionem variaveis morfométricas e processos de
desenvolvimento, com atencgéo especial para a oxidagéo de calos e formagéo de embrides
somaticos. Enfatizando a busca por marcadores morfolégicos embriogénicos cruciais
para otimizar as técnicas de embriogénese somatica e melhorar a eficiéncia da propagacao
do cacaueiro, fornecendo uma base sélida para futuras investigacdes, visando contribuir

para o sucesso na regeneracao de plantas completas da espécie.
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