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INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma das culturas comerciais mais importantes nos paises
tropicais, onde geralmente ¢ plantado para a producdo de sementes, matéria-prima valiosa para a
indistria do chocolate. Os recursos genéticos de 7. cacao sdo fonte de variabilidade genética
necessaria para o desenvolvimento de novas variedades e melhoramento de cultivares e,
consequentemente, o aprimoramento do sistema de producdo que sustenta a industria do cacau
(OLASUPO; AIKPOKPODION, 2019).

Por apresentar sementes recalcitrantes, a criopreservacdo configura-se como uma das unicas
alternativas para a conservagdo ex situ por longo prazo de germoplasma de cacaueiro (NIEVES-
ORDUNA et al., 2023). Essa técnica pode ser conceituada como um processo de resfriamento e
armazenamento de partes vegetais como células, tecidos ou 6rgdos em nitrogénio liquido (—196 °C) ou
vapor de nitrogénio liquido (—160 °C), visando interromper as rea¢des metabdlicas e bioquimicas na
célula. Para tal, o material vegetal precisa ser desidratado adequadamente para evitar a formagao de
cristais de gelo intracelulares, que podem causar morte celular e destruicdo de organelas celulares
durante o processo de congelamento (BENELLI et al., 2021). Dentre os tipos de estruturas que podem
ser criopreservadas mencionam-se calos embriogénicos ¢ embrides somaticos. Em cacaueiro, ha
relatos escassos de sucesso de protocolos de criopreservagdo de embrides somaticos (ADU-GYAMFI;
WETTEN, 2020).

Conforme Benelli et al. (2021), os protocolos de criopreservacao sao multietapas. E cada uma
delas requer cuidados para garantir o sucesso da criopreservacdo, associados com investigagdes
detalhadas em termos anatdomicos, moleculares e fisiologicos, e procedimentos de cultura in vitro
necessarios para apoiar a recuperagdo de explantes criopreservados. Nesse contexto, este trabalho
objetivou avaliar as modificagdes morfoanatomicas de explantes florais (estaminoides com calos

embriogénicos) de cacaueiro submetidos a criopreservagao.
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MATERIAIS E METODOS

Para analise anatdmica, foram coletados estaminoides de Theobroma cacao L. (genotipos 752
— nao comercial) cultivados por 14 dias em meio de crescimento de calo primario (com calos
embriogénicos) e, posteriormente, submetidos a dessecacdo em 0,3 M de sacarose por 48 horas e,
posteriormente, as técnicas de Vitrification (20 min em Loading Solution; 40 min em Plant
Vitrification Solution 2) ou Dropled vitrification, com e sem imersdao em nitrogénio liquido (controle).

Para a anatomia, as amostras foram submetidas as etapas fixagdo, desidratacao, infiltragdo e
polimerizagdo. Para a fixacdo, as amostras de cada um dos tratamentos, com e sem formacao de calos,
foram imersas em solugdo de Karnovsky modificada (KARNOVSKY, 1965), composta por
paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampao cacodilato de sddio 0,05 M (pH 7,2). Em seguida,
foram imersas em solucdo de cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2), por trés vezes, por um periodo de
uma hora cada, sob vacuo. Para a desidratacdo, as amostras foram submetidas a um gradiente
crescente etandlico. Nas etapas de infiltragdo e polimerizacdo em historinha (Leica, Heidelberg,
Alemanha), seguiram-se as especificacdes do fabricante. Posteriormente, cortes (3-7 pum) foram
obtidos em micréotomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos as laminas
microscépicas em placa aquecida a 40 °C. A obtencdo e analise de imagens foram realizadas via

microscopio Leica DM 750 e programa Leica Application Suite EZ.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os calos formados previamente a criopreservagdo (NL+), independentemente da técnica
utilizada, geralmente, eram nodulares, hidratados e escurecidos (alta taxa de oxidacao) (Fig. 1A). Os
calos formados apos a criopreservagdo surgiam como protuberdncias sobre o explante oxidado e
apresentavam coloracdo mais clara (Fig. 1B). As sec¢des anatdmicas dos explantes (estaminoides com
calos formados antes e apds a criopreservacao) evidenciam, de modo geral, a natureza heterogénea da
calogénese em cacaueiro. Os calos de cacaueiro possuem células ndo embriogénicas (células mais
vacuoladas, com dimensdes maiores, sem nucleo e nucléolo visiveis) distribuidas em meio a células
com caracteristicas embriogénicas (alta relagdo nucleo: citoplasma, nucleo e nucléolos evidentes),
além de alta concentracdo de compostos fendlicos (Fig. 1).

Verificou-se que a capacidade de formagao de calos novos foi comprometida ap6s a aplicagdo
da técnica Vitrification seguida de imersdo em NL (Fig. 1A, C-E), diferentemente do verificado para a
técnica Droplet vitrification seguida de imersao em NL, a qual exibiu formagdo de novos calos (Fig.
1B, L). Salienta-se que o tratamento controle (Vitrification, sem imersdo em NL) proporcionou a
formagdo de novos calos (Fig. 1F-G). Isso indica que essa técnica ndo garantiu modificagdes nas
caracteristicas celulares dos explantes que assegurassem a viabilidade ap6s a imersdo em NL.

Todos os explantes ja com calos presentes submetidos as técnicas de Vitrification e Droplet
vitrification, ap6s imersao em NL, que ndo produziram calos apos a criopreservagdo, exibiram,

caracteristicas anatomicas similares. As regides dos estaminoides ndo reagentes apresentavam células
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vacuoladas ricas em compostos fendlicos e os calos formados previamente exibiam células com sinais
de plasmolizacdo (sem compartimentalizagdo clara entre nucleo e citoplasma e presenca de paredes

onduladas, com sinuosidades) (Fig. 1C-E, I-J).

A e

Figure 1. Aspectos morfoanatomicos de estaminoides de Theobroma cacao L. (gendtipo 752) sem (A,
C-E, 1, J) e com (B, F-H, K-L) formacao de calos novos apos criopreservagao via técnicas Vitrification
-V (A, C-H) e Droplet-vitrification - DV (B, I-L). A. Estaminoide sem formagdo de calos novos. B.
Estaminoide com formagdo de calos novos (pontilhados). C-E. Sec¢des anatomicas de estaminoides
sem novas formagdes calogénicas apos aplicagdo da técnica V e tratamento em Nitrogénio Liquido
(NL+); notar calos com células plasmolizadas - citoplasma com ondula¢des (setas). F. Seccao
anatomica de estaminoide com novas formagdes calogénicas apos aplicacao da técnica V, sem passar
por tratamento em Nitrogé€nio Liquido (NL-); notar células ricas em compostos fenolicos esverdeados.

G, H. Detalhe da seccdo anatomica anterior exibindo células embriogénicas (cabecas de seta),
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proembrides (pontilhado) e compostos fenolicos (seta). I-J. Secgdes anatdmicas de estaminoides sem
novas formacgdes calogénicas apos aplicacdo da técnica DV e tratamento em NL+. K’. Secgoes
anatomicas de estaminoide com novas formagdes calogénicas apods aplicagdo da técnica DV, sem
passar por tratamento em Nitrogénio Liquido (NL-). L. Seccdo anatomica de calo formado apods
aplicagdo da técnica DV e tratamento NL+. Abreviacdes: ca, calo; cm, calo nodular; est, estaminoide;

pe, proembrido.

Segundo Nagel et al. (2024), taxas de congelamento mais baixas podem ocasionar danos as
células devido a alta concentragdo de solutos (efeito toxico) ou devido elevada desidratagdo. A
ocorréncia de plasmolizagdo pode ser uma consequéncia de estresse osmoético causado pelo
congelamento da solucdo extracelular, o que provoca no aumento das concentragdes dos solutos (LIU
et al., 2021). Sinais de plasmolizacao celular similares aos observados aqui foram reportados por
Simao et al. (2018), em células radiculares de Passiflora pohlii. Como comentado anteriormente,
somente alguns explantes submetidos a Droplet vitrification conseguiram gerar novas massas de calos
apos a criopreservagao (Fig. 1L).

A Droplet vitrification diferencia-se da Vitrification no que se refere aos modos de
congelamento e descongelamento (ROQUE-BORDA et al., 2021) e ¢ considerado o método mais
amplamente utilizado atualmente (NAGEL et al., 2024). O principal diferencial desse método consiste
na possibilidade de obtencdao de taxas mais elevadas de congelamento e/ou reaquecimento devido a
dois fatores: ao baixo volume de meio crioprotetor utilizado, no qual os explantes sdo colocados, ¢ a
condutividade térmica favoravel do aluminio (ROQUE-BORDA et al., 2021). 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 utilizagdo de folha de aluminio, que por ser um metal com eficiente
condutividade térmica, possibilita um resfriamento homogéneo mediante dispersdao uniforme de
temperatura.

Os calos novos formados apos aplicacdo da técnica Droplet vitrification sem imersdo em NL
(um dos tratamentos controle) apresentavam células com caracteristicas embriogé€nicas, algumas
isoladas, outras em grupos, formando proembrides com variados nimeros de células (Fig. 1K, K’).
Além do mais, esses calos foram caracterizados pela abundancia de compostos fenolicos (Fig. 1K”).
Esses calos novos assemelham-se histologicamente aqueles formados no tratamento controle
(Vitrification, sem imersao em NL) (Fig. 1F-H). Ja os calos novos que surgiram de explantes
submetidos a técnica Droplet vitrification, com imersdo em NL, foram caracterizados anatomicamente
pela presenca de grupos de células com caracteristicas meristematicas envolvidas por uma camada de
células parenquimaticas ricas em compostos fenolicos e por uma camada mais externa de células
parenquimaticas desprovidas desses compostos (Fig. 1L). Tais calos apresentam caracteristicas

anatomicas indicativas de potencial embriogénico (MAXIMOVA et al., 2002).
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CONCLUSOES

Diante do exposto, sugere-se a utilizagdo da técnica Droplet vitrification para criopreservagao
de estaminoides com calos embriogénicos de Theobroma cacao L. Embora analises posteriores quanto
ao potencial de regeneragdo desses explantes precisem ser realizadas para ratificar a superioridade

dessa técnica.
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