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INTRODUCAO

Theobroma cacao L., mais conhecido como cacaueiro, ¢ uma espécie neotropical que possui
alto valor econémico (NAIR, 2021). O cultivo de cacau apresenta desafios significativos devido a
presenca de doengas e pragas como a vassoura-de-bruxa, a rubelose ou mal rosado, a murcha de
Ceratocystis e a podridao mole, entre outras (MARELLI et al., 2019). Essas doengas sdo dificeis de
detectar e gerenciar com produtos quimicos, o que aumenta a énfase no desenvolvimento de genotipos
melhorados (elite) e mais resistentes a pragas, como € o caso do gendtipo PH16 (SENA GOMES et al.,
2015), destacando a importancia de estabelecer protocolos para sua producgdo em larga escala.

Técnicas de micropropagacdo baseadas na embriogénese somatica (ES) configuram como uma
ferramenta poderosa para a propagacdo de genotipos elite da espécie (HENAO RAMIREZ et al.,
2023). Sistemas de ES em meio liquido e o uso de biorreatores de imersdo temporaria sdo desejaveis
em comparagdo com metodologias em meio semissolido por razdes praticas e econdmicas e surgem
como estratégias de grande importancia para o avango tecnoldgico na producdo de cacaueiro
(BUSTAMI; WERBROUCK, 2024). Esse cenario ressalta a necessidade continua de otimizacdo de
protocolos, assim como estudos de desenvolvimento que visem uma compreensdo detalhada das
diversas etapas da ES em 7. cacao.

A observacao do desenvolvimento de células ou grupos de células por meio de técnicas
histologicas tem se mostrado extremamente Util na compreensio da embriogénese ( SAENZ et al.,
2006; KRUGLOVA et al., 2023). Assim, o entendimento da dindmica e do destino das células
envolvidas na ES, mediante técnicas de microscopia, permite uma analise detalhada do processo ao
longo do tempo.

Diante do exposto, o presente estudo visa estabelecer e realizar a caracterizacao histologica de

cultivos em suspensdo de 7. cacao, variedade PH16, investigando seu potencial embriogénico. Esta
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pesquisa busca ndo apenas ampliar nosso entendimento sobre os processos de regeneragdo de cultivos
em suspensdo, mas também, fornecer informacdo valiosas para o desenvolvimento de tecnologias

voltadas a produgdo em larga escala de cacaueiro.

MATERIAIS E METODOS

Inducio de calos: O estabelecimento dos cultivos iniciou-se a partir de calos derivados de
estaminodios de 7. cacao da variedde PH16. Os estaminddios foram inoculados em placas de Petri
com cerca de 25 mL de meio de crescimento de calo priméario (MCP). Ap6s duas semanas nesse meio,
foram transferidos para meio de crescimento de calo secundario (MCS), onde permaneceram por mais
duas semanas (LI et al., 1998). Posteriormente, os explantes foram transferidos para o meio de
desenvolvimento de embrides (MDE), onde foram mantidos por 6 meses. O meio utilizado para MCP
foi DKW, enquanto para MCS utilizou-se o meio WPM. Todos os meios foram gelificados com 2,5 g
L' de Phytagel, pH ajustado para 5,8 + 0,1 e autoclavados. As culturas foram mantidas a 26 + 2 °C,
60% de umidade e fotoperiodo de 16/8 h, com intensidade luminosa de 50 pmol m=s™.

Estabelecimento de culturas em suspensiao: Amostras de calos mais escuros, com formato
nodular (0,04 g), foram inoculadas em erlenmeyers de 125 ml com 30 ml de meio DKW contendo
4,52 uM de 2,4-D, 0,46 puM de cinetina e 20 g/L de glicose. O meio liquido foi renovado e
multiplicado inicialmente ap6s 2 meses, seguido por quatro renovagdes a cada 15 dias, adicionando-se
15 ml de cultura em 15 ml de meio novo. A cada duas renovacdes foi realizada selecdo em razdo da
granulometria dos materiais em suspensdo, por meio de peneiramento, totalizando duas. Em cada uma
foram retirados os aglomerados maiores, deixando os menores ¢ as células em suspensao.

Analise anatémica: Para analises anatomicas, aglomerados do meio liquido, apds o segundo e
quarto subcultivos, foram submetidos a fixacdo, desidrata¢do, infiltragdo e emblocamento em
historesina. A fixagdo foi realizada em solug¢do de Karnovsky modificada, por 24 horas, seguida por
lavagens em cacodilato de sodio. A desidratacdo foi conduzida em etapas crescentes de alcool, e as
amostras foram infiltradas com historesina. Cortes longitudinais e transversais de 3-7 pum foram
obtidos com micrétomo rotativo manual, aderidos as 1aminas a 40 °C e corados com azul de Toluidina

(0,5%) para caracterizagdo estrutural, seguindo o método de O’Brien et al. (1965).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s seis meses no meio de desenvolvimento de embrides, os calos apresentaram caracteristicas
heterogéneas, incluindo zonas granulares, nodulares e fridveis, areas com variagdes de cor, como
branco, bege ¢ marrom claro, com algumas regides mais escuras indicando processos de oxidacdo
(Figura 1). Apds dois meses de cultivo no meio liquido, foi identificado crescimento celular, com a
presenca de aglomerados celulares nas bordas do Erlenmeyer e uma aparéncia turva; nesse momento
foi realizada a multiplicagdo do material em meio. Apds mais um més de cultivo, foram identificados

aglomerados celulares caracterizados por tonalidades bege e branca, de cerca de 1-2 mm (Figura 2a).



cg IV Simpésio de Propagacdo de

Plantas e Producao de Mudas ANAIS - ISBN: 978-65-88904~-12-1

30 de setembro a 2 de outubro de 2024

Os aglomerados tinham consisténcia sélida ¢ macia, formato nodular, ¢ no centro destacavam-se
células embriogénicas, proembrides e areas com compostos fendlicos (Figura 2c, e, g). Ja na periferia,

verificaram-se células vacuoladas de grandes dimensoes, de até 100 um (Figura 2e).

FIGURA 1. Calo oriundo de estaminodios de Theobroma cacao, apés 6 meses de cultivo em meio

semissolido, com areas com diferentes graus de oxidacao e consisténcia friavel.

O sucesso da formacgdo de calos in vitro ¢ determinado por um complexo de fatores endogenos e
exogenos inter-relacionados; o uso de reguladores de crescimento ¢ um dos principais fatores
exogenos (KRUGLOVA et al., 2023). A auxina 2-4 D ¢é geralmente conhecida por seu importante
papel no estabelecimento de culturas in vitro e na obtencdo de calos embriogénicos em diferentes
espécies, incluindo 7. cacao (HENAO RAMIREZ et al., 2023).

Do ponto de vista histoldgico, a presenca de células alvo morfogeneticamente competentes nos
explantes deve ser considerada o principal fator endégeno no sucesso da formacdo de calos
(KRUGLOVA et al., 2023). Em T. cacao, a presenca predominante de células com caracteristicas
embriogénicas (isodiamétricas, com alta relacdo nucleo: citoplasma, citoplasma denso, pouco
vacuolada), e o escurecimento dos calos pode estar positivamente associado a formacdo de embrides
somaticos (OLIVEIRA, 2023). A caracterizacdo histologica dos calos de T. cacao do tipo nodular
evidenciaram seu potencial embriogénico. Sendo assim, o estabelecimento exitoso desse gendtipo no
meio liquido pode ter sido consequente tanto da composi¢do do meio quanto das caracteristicas
celulares do tipo de calo que foi utilizado como indculo.

As caracteristicas dos aglomerados sdo consistentes com as descritas por Oliveira (2023) para
calos com potencial embriogénico em 7. cacao. Nas zonas internas dos calos, distinguem-se os
chamados centros morfogénicos, uma zona central de células meristematicas, a qual é envolvida por
uma zona periférica de células vacuoladas, geralmente, soltas, que perderam atividade meristematica
(KRUGLOVA et al., 2023). Esses dados revelam a efetividade da metodologia utilizada para fornecer
material com carateristicas embriogénicas capaz de se multiplicar ao longo do tempo.

Ap6s 30 dias do primeiro peneiramento, observou-se aumento tanto na quantidade quanto na
densidade celular no meio, e uma aparéncia mais turva dos cultivos. Conferiu-se um maior numero de

aglomerados e aglomerados de maior tamanho (Figura 2b). Nesse momento, realizou-se um novo
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peneiramento, evidenciando um aumento na taxa de multiplicagdo do material em cultivo (Figura 2b),
0 que também indica um estabelecimento exitoso das suspensdes. Os aglomerados oriundos do
segundo peneiramento apresentaram formato nodular, células vacuoladas soltas nas periferias,
contudo, destacaram-se por uma presenca mais acentuada de compostos fenolicos (Figura 2d, f). Uma
camada mais interna mostrou células com citoplasma mais denso. Na regido mais interna, verificaram-

se também proembrides visiveis (Figura 2f, k).

FIGURA 2. Carateristicas anatOmicas de aglomerados celulares em culturas de meio liquido de
Theobroma cacao. a: Suspensao celular apds 30 dias da primeira multiplicagdo no meio liquido. b:
Suspensdo celular apés 60 dias da primeira multiplica¢do no meio liquido. Setas mostrando os
aglomerados. c, e, f: Sec¢do anatdmica dos aglomerados oriundos da segunda peneiragdo. d, f, k:

Sec¢do anatomica dos aglomerados oriundos da segunda peneiragdo. Abreviagdes: ce: células
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embriogénicas; cf: compostos fenolicos; cv: células vacuoladas; Barras: ¢, d: 500 um; e, f: 200 um; g,
k: 50 pm.

Apods mais dois subcultivos, observou-se homogeneidade no aspecto do meio, o qual exibiu
tonalidade mais uniforme e aparéncia de cultivos dispersos. Existe a possibilidade de que esses
aglomerados ndo apresentem diferenciagdo e sofram degeneragdo, com perda de viabilidade, ou
proliferem indefinidamente, a depender das condigdes de cultivo (intervalo de subcultivo, composicao
do meio) (GHIORGHITA, 2019). O segundo panorama vai assegurar a manuten¢do de material
embriogénico ao longo do tempo, para ao uso em diversos estudos dessa espécie, o que inclui estudos

direcionados a diferenciagdo de embrides somaticos e subsequente conversdo em plantas.

CONCLUSOES

O protocolo desenvolvido proporcionou o estabelecimento bem-sucedido de cultivos em
suspensao para a variedade PH16 de cacaueiro e abriu caminho para a exploracdo do potencial
embriogénico deste material em suspensdo. Embora as culturas tenham apresentado aglomerados com
caracteristicas embriogénicas ¢ aumento da taxa de multiplicagdo, as células competentes ainda
precisam de estimulos, como tempo ¢ mudangas no meio de cultura, para transitar da fase de indugéo
de calos para a de expressdo do potencial embriogénico, o que sera foco de estudos futuros por nossa

equipe.
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