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INTRODUÇÃO

 O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma das culturas comerciais mais importantes nos países

tropicais,  onde geralmente  é  plantado para  a  produção de sementes,  matéria-prima valiosa  para  a

indústria  do  chocolate.  Os  recursos  genéticos  de  T.  cacao  são  fonte  de  variabilidade  genética

necessária  para  o  desenvolvimento  de  novas  variedades  e  melhoramento  de  cultivares  e,

consequentemente,  o  aprimoramento  do  sistema  de  produção  que  sustenta  a  indústria  do  cacau

(OLASUPO; AIKPOKPODION, 2019). 

Por apresentar sementes recalcitrantes, a criopreservação configura-se como uma das únicas

alternativas  para  a  conservação ex situ  por  longo prazo de germoplasma de cacaueiro (NIEVES-

ORDUÑA et  al.,  2023).  Essa  técnica  pode ser  conceituada  como um processo de  resfriamento e

armazenamento de partes vegetais como células, tecidos ou órgãos em nitrogênio líquido (−196 °C) ou

vapor de nitrogênio líquido (−160 °C), visando interromper as reações metabólicas e bioquímicas na

célula. Para tal, o material vegetal precisa ser desidratado adequadamente para evitar a formação de

cristais de gelo intracelulares, que podem causar morte celular e destruição de organelas celulares

durante o processo de congelamento (BENELLI et al., 2021). Dentre os tipos de estruturas que podem

ser  criopreservadas  mencionam-se  calos  embriogênicos  e  embriões  somáticos.  Em  cacaueiro,  há

relatos escassos de sucesso de protocolos de criopreservação de embriões somáticos (ADU-GYAMFI;

WETTEN, 2020). 

Conforme Benelli et al. (2021), os protocolos de criopreservação são multietapas. E cada uma

delas  requer  cuidados  para  garantir  o  sucesso  da  criopreservação,  associados  com  investigações

detalhadas em termos anatômicos,  moleculares e fisiológicos,  e procedimentos  de cultura  in  vitro

necessários  para  apoiar  a  recuperação de explantes  criopreservados.  Nesse contexto,  este  trabalho

objetivou  avaliar  as  modificações  morfoanatômicas  de  explantes  florais  (estaminoides  com calos

embriogênicos) de cacaueiro submetidos à criopreservação.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Para análise anatômica, foram coletados estaminoides de Theobroma cacao L. (genótipos 752

–  não  comercial)  cultivados  por  14  dias  em meio  de  crescimento  de  calo  primário  (com calos

embriogênicos) e,  posteriormente, submetidos à dessecação em 0,3 M de sacarose por 48 horas e,

posteriormente,  às  técnicas  de  Vitrification  (20  min  em  Loading  Solution;  40  min  em  Plant

Vitrification Solution 2) ou Dropled vitrification, com e sem imersão em nitrogênio líquido (controle).

Para a anatomia, as amostras foram submetidas às etapas fixação, desidratação, infiltração e

polimerização. Para a fixação, as amostras de cada um dos tratamentos, com e sem formação de calos,

foram  imersas  em  solução  de  Karnovsky  modificada  (KARNOVSKY,  1965),  composta  por

paraformaldeído 4%, glutaraldeído 2,5% e tampão cacodilato de sódio 0,05 M (pH 7,2). Em seguida,

foram imersas em solução de cacodilato de sódio (0,05 M, pH 7,2), por três vezes, por um período de

uma  hora  cada,  sob  vácuo.  Para  a  desidratação,  as  amostras  foram submetidas  a  um  gradiente

crescente  etanólico.  Nas  etapas  de  infiltração  e  polimerização  em historinha  (Leica,  Heidelberg,

Alemanha),  seguiram-se  as  especificações  do  fabricante.  Posteriormente,  cortes  (3-7  μm)  foram

obtidos  em  micrótomo  rotativo  manual  (Leica®,  RM212RT),  distendidos  e  aderidos  às  lâminas

microscópicas em placa aquecida à 40 °C. A obtenção e análise de imagens foram realizadas via

microscópio Leica DM 750 e programa Leica Application Suite EZ.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os  calos  formados  previamente  à  criopreservação  (NL+),  independentemente  da  técnica

utilizada, geralmente, eram nodulares, hidratados e escurecidos (alta taxa de oxidação) (Fig. 1A). Os

calos  formados  após  a  criopreservação surgiam como protuberâncias  sobre  o  explante  oxidado  e

apresentavam coloração mais clara (Fig. 1B). As secções anatômicas dos explantes (estaminoides com

calos formados antes e após a criopreservação) evidenciam, de modo geral, a natureza heterogênea da

calogênese em cacaueiro. Os calos de cacaueiro possuem células não embriogênicas (células mais

vacuoladas, com dimensões maiores, sem núcleo e nucléolo visíveis) distribuídas em meio a células

com características  embriogênicas  (alta  relação núcleo:  citoplasma,  núcleo e  nucléolos  evidentes),

além de alta concentração de compostos fenólicos (Fig. 1). 

 Verificou-se que a capacidade de formação de calos novos foi comprometida após a aplicação

da técnica Vitrification seguida de imersão em NL (Fig. 1A, C-E), diferentemente do verificado para a

técnica Droplet vitrification seguida de imersão em NL, a qual exibiu formação de novos calos (Fig.

1B,  L).  Salienta-se  que o tratamento controle  (Vitrification,  sem imersão em NL) proporcionou a

formação de novos calos (Fig.  1F-G).  Isso indica que essa técnica não garantiu modificações nas

características celulares dos explantes que assegurassem a viabilidade após a imersão em NL. 

Todos os explantes já com calos presentes submetidos às técnicas de  Vitrification e  Droplet

vitrification,  após  imersão  em NL,  que  não  produziram calos  após  a  criopreservação,  exibiram,

características anatômicas similares. As regiões dos estaminoides não reagentes apresentavam células



vacuoladas ricas em compostos fenólicos e os calos formados previamente exibiam células com sinais

de plasmolização (sem compartimentalização clara entre núcleo e citoplasma e presença de paredes

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

 

Figure 1. Aspectos morfoanatômicos de estaminoides de Theobroma cacao L. (genótipo 752) sem (A,

C-E, I, J) e com (B, F-H, K-L) formação de calos novos após criopreservação via técnicas Vitrification

- V (A, C-H) e Droplet-vitrification - DV (B, I-L). A. Estaminoide sem formação de calos novos. B.

Estaminoide com formação de calos novos (pontilhados). C-E. Secções anatômicas de estaminoides

sem novas formações calogênicas após aplicação da técnica V e tratamento em Nitrogênio Líquido

(NL+);  notar  calos  com  células  plasmolizadas  -  citoplasma  com  ondulações  (setas).  F.  Secção

anatômica de estaminoide com novas formações calogênicas após aplicação da técnica V, sem passar

por tratamento em Nitrogênio Líquido (NL-); notar células ricas em compostos fenólicos esverdeados.

G,  H.  Detalhe  da  secção  anatômica  anterior  exibindo  células  embriogênicas  (cabeças  de  seta),



proembriões (pontilhado) e compostos fenólicos (seta). I-J. Secções anatômicas de estaminoides sem

novas  formações  calogênicas  após  aplicação  da  técnica  DV e  tratamento  em NL+.  K’.  Secções

anatômicas  de estaminoide com novas formações  calogênicas  após  aplicação  da técnica DV,  sem

passar  por  tratamento  em Nitrogênio  Líquido  (NL-).  L.  Secção anatômica  de  calo  formado após

aplicação da técnica DV e tratamento NL+. Abreviações: ca, calo; cm, calo nodular; est, estaminoide;

pe, proembrião. 

Segundo Nagel et al. (2024), taxas de congelamento mais baixas podem ocasionar danos às

células  devido  à  alta  concentração  de  solutos  (efeito  tóxico)  ou  devido  elevada  desidratação.  A

ocorrência  de  plasmolização  pode  ser  uma  consequência  de  estresse  osmótico  causado  pelo

congelamento da solução extracelular, o que provoca no aumento das concentrações dos solutos (LIU

et al.,  2021).  Sinais de plasmolização celular  similares aos observados aqui  foram reportados por

Simão et  al.  (2018),  em células  radiculares  de  Passiflora pohlii.  Como comentado anteriormente,

somente alguns explantes submetidos à Droplet vitrification conseguiram gerar novas massas de calos

após a criopreservação (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 é  considerado o método mais

amplamente utilizado atualmente (NAGEL et al., 2024). O principal diferencial desse método consiste

na possibilidade de obtenção de taxas mais elevadas de congelamento e/ou reaquecimento devido a

dois fatores: ao baixo volume de meio crioprotetor utilizado, no qual os explantes são colocados, e à

condutividade térmica favorável do alumínio (ROQUE-BORDA et al., 2021). Segundo El Merzougui

et al. (2023), a Droplet vitrification tem como vantagens o contato específico entre o crioprotetor e o

explante no interior das gotas e a utilização de folha de alumínio, que por ser um metal com eficiente

condutividade  térmica,  possibilita  um  resfriamento  homogêneo  mediante  dispersão  uniforme  de

temperatura.

Os calos novos formados após aplicação da técnica Droplet vitrification sem imersão em NL

(um  dos  tratamentos  controle)  apresentavam  células  com  características  embriogênicas,  algumas

isoladas, outras em grupos, formando proembriões com variados números de células (Fig. 1K, K’).

Além do mais, esses calos foram caracterizados pela abundância de compostos fenólicos (Fig. 1K’).

Esses  calos  novos  assemelham-se  histologicamente  àqueles  formados  no  tratamento  controle

(Vitrification,  sem  imersão  em  NL)  (Fig.  1F-H).  Já  os  calos  novos  que  surgiram  de  explantes

submetidos à técnica Droplet vitrification, com imersão em NL, foram caracterizados anatomicamente

pela presença de grupos de células com características meristemáticas envolvidas por uma camada de

células parenquimáticas  ricas em compostos fenólicos  e por uma camada mais  externa de células

parenquimáticas  desprovidas  desses  compostos  (Fig.  1L).  Tais  calos  apresentam  características

anatômicas indicativas de potencial embriogênico (MAXIMOVA et al., 2002). 



CONCLUSÕES

Diante do exposto, sugere-se a utilização da técnica Droplet vitrification para criopreservação

de estaminoides com calos embriogênicos de Theobroma cacao L. Embora análises posteriores quanto

ao potencial de regeneração desses explantes precisem ser realizadas para ratificar a superioridade

dessa técnica.
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