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INTRODUCAO

A produg@o in vitro por meio da embriogénese somatica permite a rapida propagacao de clones,
com caracteristicas morfologicas desejaveis e resistentes a patogenos (WICKRAMASURIYA;
DUNWELL, 2018). Esse processo se inicia com a inocula¢do de explantes em meio de cultura
contendo nutrientes, agticares e reguladores de crescimento que proporcionam a desdiferenciacdo
celular do explante (formacdo de calos) e posterior rediferenciacio em embrides somadticos
(OLIVEIRA, 2023). Nesse contexto, salienta-se a relevancia da caracterizagdo anatomica dos calos
produzidos durante o processo, visando a identificacdo daqueles que possuem células com
caracteristicas embriogénicas e, portanto, que exibem potencial deformacdo de embrides somaticos.

A embriogénese somatica tem sido utilizada com sucesso para a propagagao clonal de vérias
culturas agrondmicas, incluindo o cacaueiro (Theobroma cacao L.) (MAXIMOVA et al., 2002;
GARCIA et al., 2016). Essa espécie lenhosa pertence a familia botanica Malvaceae, com distribuicao
natural em florestas tropicais imidas e quentes e exerce grande influéncia na economia mundial,
contribuindo com produtos nas indistrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, como destaque para o
chocolate oriundo de suas sementes (GARCIA et al.,, 2016; GUILLOU; VERDIER, 2022). A
embriogénese somatica tem possibilitado a clonagem de gendtipos superiores de cacaueiro, bem como
a geragdo de materiais (calos embriogénicos e embrides somaticos) passiveis de serem conservados
sob condicdes criogénicas (FANG et al., 2004; ADU-GYAMFI; WETTEN, 2012). Diante do exposto,
objetivou-se caracterizar diferentes formagdes calogénicas oriundas de uma variedade de cacaueiro via

analises morfoanatdmicas, visando a sua classificagdo quanto ao potencial embriogénico.
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MATERIAIS E METODOS

Os calos avaliados foram oriundos de estaminoides provenientes de flores da variedade PH16 de
Theobrama cacao L., os quais foram cultivados em meio de indug@o de calos conforme Li et al.
(1998), com subcultivos quinzenais. Ap6s quatro meses no meio mencionado, foram coletados trés
tipos de calos compactos caracterizados morfologicamente como marrons (oxidados - Fig. 1A),
nodulares amarelos (Fig. 1B) e brancos (Fig. 1A).

As amostras foram colocadas em microtubos com uma solucdo de Karnovsky modificada
(KARNOVSKY, 1965), composta por paratormaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampao cacodilato de
sodio 0,05 M (pH 7,2), sob vacuo por 24 horas. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em
solucdo de cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2), por 1 hora (sob vacuo) as duas primeiras e 24 horas
(sob vacuo) a tltima lavagem.

A desidratagdo foi realizada em solugdes com concentragdes crescentes de etanol (30%, 50%,
70%, 80%, 90% e 100%) com 1 hora ao vacuo entre cada uma, com exce¢do da solucdo de 70% que
ficou por 24 horas. A infiltragdo em historesina (Leica, Heidelberg, Alemanha) e a polimerizagdo
foram feitas de acordo com as especificacdes do fabricante.

Foi utilizado o micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT) para realizar cortes
longitudinais (3-7 pm), que foram aderidos em ldminas microscopicas, e, em seguida, corados com
Azul de Toluidina (0,5%) para caracterizagdo estrutural e identificagdo de compostos fenolicos. A
obtencdo e andlise de imagens foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa Leica

Application Suite EZ.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, as células apresentaram crescimento sem direcionamento, com didmetro e
formato desuniformes, a grande maioria vacuoladas, com presenca de compostos fenolicos (Fig. 1). Os
calos marrons (oxidados) apresentaram maior concentragdo de compostos fenolicos e resquicios de
citoplasma, o qual exibia algumas sinuosidades (Fig. 1A-C). Provavelmente, trata-se de calos
brancos/amarelos que passaram por um processo de oxidagdo. O escurecimento de calos € consequente
da oxidacdo de compostos fenodlicos presentes no explante, que pode comprometer o
crescimento/desenvolvimento celular (NOJOSA et al., 2003) e ¢ muito comum em espécies lenhosas.
Os compostos fendlicos comumente encontrados nas células do cacaueiro estdo relacionados a
resisténcia da espécie a ataques de patdgenos, como um mecanismo bioquimico e fisiologico de defesa
(NOJOSA et al., 2003).

Os calos brancos e amarelos, por sua vez, apesar de apresentarem diferengas na morfologia
externa, ndo se diferenciaram anatomicamente. De modo geral, foram caracterizados por células com
citoplasmas poucos densos, com alguns nucleos evidentes e, geralmente, um nucléolo (Fig. 1E, F, H,
I). Compostos fenolicos também foram observados nesses calos (Fig. 1F, I). Especificamente nos calos

brancos, visualizaram-se divisdes periclinais, formando colunas de células (Fig. 1H, E).
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Conforme Silva-Cardoso et al. (2020), os calos analisados ndo apresentam potencial
embriogénico. Segundo esses autores, calos embriogénicos sdo caracterizados pela presenca de parede
celular mais espessas do que células ndo embriogénicas, citoplasma denso, alta relacdo de
nucleo/citoplasma, com predomindncia do formato isodiamétrico, nucleo e nucléolos grandes,
pequenos vacuolos e presenca de espago intercelulares. Os resultados obtidos corroboram Oliveira
(2023), que caracterizou anatomicamente diferentes formacdes calogénicas de cacaueiro oriundas de
genotipos ndo comerciais, incluindo um tipo de calo classificado como filamentoso ndo embriogénico,
bastante similar ao calo branco investigado aqui. Tal autora relatou também a formagdo de calos
nodulares amarelados, com superficie brilhosa e rugosa, os quais foram classificados em termos

anatdmicos como embriogénicos.

Figura 01. Caracterizacdo morfoanatomica de diferentes calos (oxidado, amarelo e branco) oriundos

de estaminoides da variedade PH16 de Theobroma cacao L. A. Calo oxidado. B. Seccdo anatémica do
calo oxidado. C. Células do calo oxidado observadas em maior magnificacdo; observar compostos
fenolicos(retdngulo). D. Calo amarelo. E. Seccdo anatdmica do calo amarelo. F. Células do calo

amarelo em maior magnificagdo; notar nicleos, nucléolos e compostos fenolicos. G. Calo branco. H.
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Secg¢do anatomica do calo branco; notar células enfileiradas (tracejado vermelho). I. Sec¢do anatomica
do calo branco em maior magnificac@o. Escalas: A, D e G: 2 mm, C, E, Fe I: 50 um ¢ B e H: 200 pum.

Legenda: ca= calo amarelo; cb= calo branco, cf= compostos fendlicos, e n= nucleo.

CONCLUSAO

Os calos oriundos da variedade PH16 de cacaueiro, conforme as andlises anatdmicas, ndo sdo
considerados embriogénicos, devido a alta predominancia de células vacuoladas e compostos
fenodlicos. Isso indica recalcitrancia do genotipo investigado e/ou a necessidade de manipulagdo do

protocolo utilizado para a indugdo da embriogénese somatica.
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