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RESUMO  

 

Theobroma cacao L., árvore que possui ocorrência natural na Mata Atlântica e é extensamente 

cultivada no sul da Bahia, tem como fruto o cacau, principal matéria prima para a produção de 

chocolates. O sul da Bahia, já esteve no topo da produção mundial, no entanto, a infestação da 

vassoura-de-bruxa fez cair essa eficiência produtiva. Nos dias atuais, após altos e baixos da 

cultura cacaueira no Brasil, ela se reergue no cenário mundial. Tecnologias para aumentar a 

produtividade e visando a resistência a pragas vem sendo criadas, destacando-se a 

embriogênese somática, técnica de propagação in vitro, a qual auxilia na reprodução de espécies 

recalcitrantes e de difícil proliferação como o cacaueiro. A indução da embriogênese somática 

depende de fatores determinantes, como o genótipo da planta, fatores ambientais, e da resposta 

a reguladores de crescimento e ao estresse oxidativo. Estudos correlacionam o aumento da 

atividade de enzimas antioxidativas com a melhora da resposta embriogênica. Nesse sentido, 

pretendeu-se estudar a atividade enzimática na embriogênese somática de diferentes clones e 

explantes do Theobroma cacao L.. Além disso, buscou-se desenvolver um protocolo para 

visualização de cromossomos nos clones cultivados in vitro e ex vitro. Para indução da 

embriogênese somática, foram utilizados botões florais (pétalas e estaminoides) dos genótipos 

CCN51, CEPEC2002 e BN34. Verificou-se que Superóxido dismutase, Ascorbato peroxidase 

e Peroxidade do guaiacol são marcadores bioquímicos específicos em diferentes estágios do 

desenvolvimento embriogênico. A reprodução clonal “in vitro”, via embriogênese somática 

indireta não mostrou alteração no número de cromossomos, quando comparada a reprodução 

ex vitro. 

 

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Micropropagação. Genótipos de cacau. Cromossomos. 

Biotecnologia.  
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ABSTRACT 

 

Theobroma cacao L., a tree that occurs naturally in the Atlantic Forest and is extensively 

cultivated in southern Bahia, has cocoa as its fruit, the main raw material for the production of 

chocolates. The south of Bahia was already at the top of world production, however, the witches' 

broom infestation made this productive efficiency drop. Nowadays, after the ups and downs of 

the cocoa culture in Brazil, it resurfaces on the world stage. Technologies to increase 

productivity and target resistance to pests have been created, highlighting somatic 

embryogenesis, an in vitro propagation technique, which helps in the reproduction of 

recalcitrant and difficult-to-proliferate species such as cocoa. The induction of somatic 

embryogenesis depends on determining factors, such as the plant's genotype, environmental 

factors, and the response to growth regulators and oxidative stress. Studies correlate the increase 

in the activity of antioxidant enzymes with the improvement of the embryogenic response. In 

this sense, we intended to study the enzymatic activity in somatic embryogenesis of different 

clones and explants of Theobroma cacao L.. In addition, we sought to develop a protocol for 

visualization of chromosomes in clones cultivated in vitro and ex vitro. To induce somatic 

embryogenesis, flower buds (petals and staminoids) of the CCN51, CEPEC2002 and BN34 

genotypes were used. It was found that Superoxide dismutase, Ascorbate peroxidase and 

Peroxidase of guaiacol are specific biochemical markers at different stages of embryogenic 

development. Clonal reproduction “in vitro”, via indirect somatic embryogenesis, did not show 

changes in the number of chromosomes, when compared to ex vitro reproduction. 

 

Keywords: Tissue culture. Micropropagation. Cocoa genotypes. Chromosomes. 

Biotechnology. 
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INTRODUÇÃO 

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) tem como fruto o cacau, que corresponde à principal matéria 

prima para a fabricação de chocolates, alimento consumido no mundo todo e que movimenta 

diversos setores da economia. O cultivo do cacau no Brasil já foi mais expressivo, e seu 

principal produto considerado “fruto de ouro”, no entanto, devido a vassoura-de-bruxa, esse 

cultivo passou por grandes crises a partir do final da década de 1980 atingindo principalmente 

a região do sul da Bahia, maior produtora nacional de cacau. 

Apesar dos problemas com estiagem nos últimos anos, preço baixo e pragas, a Bahia continua 

com peso importante na produção nacional, em razão do aumento da produtividade por hectare, 

no que reflete os esforços dos agricultores, estado e instituições de pesquisa para a manutenção 

e ampliação da cacauicultura baiana (BRASIL, 2020). 

O cacaueiro além de ser um dos principais elementos na economia dos locais onde é cultivado, 

exerce um papel importante na conservação da biodiversidade pois é plantado na sombra de 

grandes árvores da mata atlântica, não sendo necessário efetuar o desmatamento, já que 

consegue conviver bem com a vegetação nativa (CASSANO et al., 2009). 

O cacaueiro se caracteriza pela diversidade fenotípica devido a sua heterozigosidade genética. 

Por conta disso, os genótipos de interesse comercial necessitam serem propagados de maneira 

assexuada. Dessa forma, a embriogênese somática se configura uma boa alternativa para a 

propagação de clones com características desejadas de resistência a pragas e boa produtividade. 

Com o objetivo de melhorar a reprodução de variedades superiores, centros de pesquisas como 

a Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) tem desenvolvido protocolos 

para a proliferação in vitro desses genótipos através da técnica de embrigênese somática (ES). 

A técnica de ES que consiste na formação de células embriogênicas através de células somáticas 

é relativamente nova, sendo que o primeiro protocolo de embriogênese somática para a 

proliferação do cacau foi desenvolvido por Li et al. (1998). A partir daí pesquisadores como 

Maximova vem buscando melhor protocolos visando a otimização do processo (QUINGA, 

2013).  

Sabe-se que a ES é influenciada por diversos fatores como meio de cultura, genótipo e explantes 

(BISPO et al., 2007), condições do meio ambiente como luz, temperatura, oxigênio e gás 

carbônico (CID, 2001) e pela adição de fitorreguladores como o ácido abscísico, o etileno, o 

ácido giberélico (Carvalho et al., 2006) e de agentes estressores como o peróxido de hidrogênio 
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(Carvalho, 2009). No entanto, são poucos os estudos que analisam a influência desses fatores 

na otimização da técnica de embriogênese somática.  

À vista disso, este estudo poderá ajudar a elucidar mecanismos bioquímicos envolvidos na 

embriogênese somática preenchendo lacunas do conhecimento nessa área, que possam reduzir 

o tempo de cultivo e aumentar a produtividade, otimizando o processo de produção do cacau.   

 

OBJETIVOS  

OBJETIVO GERAL   

- Avaliar a eficiência da embriogênese somática dos clones CCN51, CEPEC2002 e BN34 de 

Theobroma cacao L. por meio da análise das enzimas antioxidantes.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Avaliar a atividade enzimática de superóxido dismutase, ascorbato peroxidase, peroxidase do 

guaiacol e catalase como marcadores de estresse oxidativo em calos e embriões somáticos; 

- Estudar a citogenética do material embriogênico para avaliação de possíveis variações 

somaclonais de ploidia. 
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CAPÍTULO 1 – REVISÃO DE LITERATURA  

Theobroma cacao L: ASPECTOS GERAIS 

Theobroma cacau L. é uma espécie arbórea perene, eudicotiledônea e diploide (2n=20) 

(FIGUEIRA et al., 1992), com genoma relativamente pequeno, organizado em dez parese de 

cromossomos (DA SILVA et al., 2017). É nativa dos bosques úmidos tropicais da América 

Equatorial (THOMAS et al., 2012), cujo gênero compreende 22 espécies (ANGIOSPERM 

PHYLOGENY GROUP, 2009), e pertence à Família Malvaceae (ALVERSON et al., 1999).  

Considerado como alimento dos deuses, Theobroma cacao L. fornece a matéria-prima 

para a multibilionária indústria do chocolate, além disso, os grãos do cacau têm vários outros 

usos não alimentares nas indústrias farmacêutica e cosmética (WICKRAMASURIYA, 

DUNWELL, 2018).  

O cacaueiro é uma planta hermafrodita com flores pentâmeras, monóclinas (Figura 1). 

A espécie é predominantemente alógama e apresenta autoincompatibilidade gametofítica e 

esporofítica. A autoincompatibilidade (AI) tem sido definida como a incapacidade de uma 

planta fértil hermafrodita produzir zigotos após a autopolinização (QUINGA, 2013), sendo 

considerada um mecanismo fisiológico, com base genética, que favorece a alogamia, 

promovendo a variabilidade genética (SCHIFINO e DALL’AGNOL, 2002). 

 

 

 

As plantas de cacau espalharam-se em duas direções geográficas distintas, dando origem 

a diferentes grupos genéticos (BRAUDEAU, 1969; FIGUEIREDO, 2008), sendo eles Crioulos, 

Forasteiros e Trinitários, dos quais derivaram as culturas existentes em todo o mundo (DIAS, 

2001).  

De acordo com Santos (2014), o morfotipo Crioulo compõe um grupo uniforme, que 

apresenta frutos vermelhos quando imaturos e amarelos ao amadurecer. Apesar de apresentar 

baixa produção e pouca resistência a doenças, os grãos desse grupo estão relacionados com a 

Figura 1: Flor de Theobroma cacao   

Imagem: ALAM CHOU, 2008. In: 

QUINGA (2013). 
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produção de chocolate considerado superior, com sabor e flavor agradáveis, isto é, menos 

amargos.  

O grupo Forasteiro possui fruto verde quando imaturo e amarelo-ouro quando maduros. 

Possui várias sub-variedades e é mais resistente à pragas do que a variedade Crioulo, o que 

torna seus grãos mais baratos e competitivos na produção de chocolate correspondendo cerca 

de 80% da produção (EFRAIM, ALVES, JARDIM, 2011). 

Já o Trinitário surgiu em Trinidad, a partir de hibridações naturais entre o cacau 

Forasteiro e Crioulo (BARTLEY, 2005; YANG et al., 2013). Combina as melhores 

características de seus predecessores, possuindo a resistência do ‘Forasteiro’ e o aroma 

característico do ‘Crioulo’ (DIAS; KAGEYAMA, 1997). Atualmente, as variedades do grupo 

Trinitário são reproduzidas assexualmente (enraizamento de estacas, ou enxertia) constituindo-

se em clones. Esses clones são muito cultivados na América Central, principalmente em 

Trindade e Costa Rica, países de onde se originaram, e foram introduzidos em outros países e 

na zona cacaueira da Bahia (HANSEN, 2017). 

Entre os 16 clones de cacau recomendados pela Comissão Executiva do Plano da 

Lavoura Cacaueira (CEPLAC) por suas características de produtividade, resistência a pragas e 

qualidade da amêndoa estão os clones autocompatíveis CCN51, originário do Equador, 

CEPEC2002 e BN34 originários do Brasil. O clone CCN51 possui frutos grandes de coloração 

vermelho arroxeado, quando imaturo e amarelo quando maduros, é rugoso, com sulcos 

medianamente profundos e tem formato alongado. Já o Clone Cepec2002 possui frutos 

pequenos na cor verde quando imaturos, mas quando maduros são de cor amarela e rugosidade 

mediana. O BN34 é considerado um clone regional com frutos vermelhos e de porte pequenos 

(Figura 2) (BRASIL, 2018b).  

 

  

 

 

Figura 2: Frutos de cacau. De cima para 

baixo: CCN51, CEPEC2002 e BN34. 

Arquivo do estudo. 
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Theobroma cacao L.: ASPECTOS ECONÔMICOS 

A maior parte da produção mundial de cacau (aproximadamente 80% a 90%) vem de 

pequenos agricultores (WORLD COCOA FOUNDATION, 2014), sendo que o seu cultivo é 

importante para a subsistência de mais de 40 milhões de pessoas (BEG et al., 2017). A produção 

global de cacau em 2017/2018 foi de 75, 2% na África, 18% na América e 6,3% na Ásia e 

Oceania (ICCO, 2019).  

O Brasil já foi o maior exportador de cacau e hoje ocupa a sétima posição na produção 

mundial (BRASIL, 2020). Na década de 80, a produção chegou ao recorde nacional, atingindo 

458,7 mil toneladas, com mais de 655 mil hectares de área colhida, no ano de 1986. Nos anos 

2000, a produção regrediu ao patamar abaixo de 200 mil toneladas e, desde então, vem 

oscilando até atingir a média atual de 250 mil toneladas por ano. A figura abaixo mostra a 

produção de cacau em mil toneladas no Brasil, na Bahia e no Pará, da década de 70 até a 

atualidade (BRASIL, 2020). A figura 3 mostra a produção de cacau em mil toneladas no Brasil, 

na Bahia e no Pará. 

 

 

Figura 3: Produção de cacau em mil toneladas de 1974 a 2019.  BRASIL, 2020. 

 

O déficit da produção brasileira deu-se em decorrência de diversos fatores, como 

estiagens, queda nos preços e o avanço da “vassoura-de-bruxa” sobre as lavouras da Bahia, 

maior produtor do país (BRASIL, 2020). 
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O fungo Moniliophthora perniciosa, causador da “vassoura-de-bruxa”, trata-se de um 

basidiomiceto, hemibiotrófico, da ordem Agaricales e família Marasmiaceae (SILVA et al., 

2002). A denominação da doença provém do sintoma típico que a planta exibe quando infectada 

por esse fungo: o superbrotamento dos ramos, semelhante a uma vassoura seca (SCOTTON, 

2012).  

Apesar de variedades de cacau tolerantes à “vassoura-de-bruxa”, e com alta 

produtividade já terem sido desenvolvidas, é necessária a manutenção dessa característica com 

a propagação clonal, considerada a melhor estratégia para uma rápida recomposição das áreas 

atingidas pela doença (TEIXEIRA, 2002; SCOTTON, 2012). Essa propagação tem sido feita 

pela CEPLAC, através de enxertia por substituição de copa, enraizamento de estacas ou ainda 

por meio da micropropagação via embriogênese somática, por meio da qual se pode alcançar 

altas taxas de proliferação (TEIXEIRA, 2002).  

 

Theobroma Cacao L.: CHOCOLATE FINO 

Além de investirem no aumento da produtividade, com o objetivo de crescer no cenário 

global, produtores investem na venda de produtos com maior valor agregado, como o chocolate 

fino (BRASIL, 2020). Assim, o mercado de chocolate fino, naturalmente relacionado com o 

cacau fino, alcança margens de comercialização superiores, chegando, às vezes, com preço ao 

consumidor dez vezes maior que o chocolate comum. Entre as características do chocolate fino 

estão: ser obtido de cacau fino, com presença de sabor e aroma marcantes, ausência de lecitina 

e de aditivos (BRASIL, 2018). 

Para distinguir o cacau fino de outros cacaus (bulk) são utilizados parâmetros genéticos/ 

geográficos; químicos; e organolépticos. Em busca de destacar o sabor, aroma e textura 

originais do chocolate, os produtores estão explorando novas possibilidades para deixar uma 

identidade diferente no produto final. Segundo os especialistas da CEPLAC, quando o processo 

de beneficiamento das amêndoas do cacau é feito de forma correta, o produtor consegue 

eliminar perdas, reduzir custos, ganhar peso do cacau seco e, consequentemente, ter mais 

lucratividade (BRASIL, 2020). Além disso, o desenvolvimento de técnicas pós colheita, 

fermentação e secagem, podem melhorar a qualidade do cacau brasileiro e aumentar a sua 

participação no mercado do chocolate fino (BRASIL, 2018b). 

Nos últimos anos, o chocolate tem recebido especial atenção por suas propriedades 

nutricionais benéficas. Os principais compostos do chocolate que contribuem para a saúde 

humana são os polifenois encontrados no cacau, que atuam como antioxidantes e possuem 
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potencial anti-inflamatório, cardioprotetor, anti-hepatotóxico, antibacteriano, antiviral, 

antialérgico e propriedades anticancerígenas (ACKAR, et al., 2013). Contêm triptofano, que 

diminui a ansiedade, promove o relaxamento e desencadeia a produção de endorfinas (ROYA 

KELISHADI, 2005; SOKOLOV, 2013).  Em estudo recente, Carvalho et al (2018), mostrou o 

efeito do chocolate amargo sobre a saúde, melhorando os perfis de colesterol HDL e LDL, 

pressão arterial, glicose e consumo de oxigênio durante atividades físicas. 

 

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA 

A embriogênese somática (ES) é o processo pelo qual células somáticas, em condições 

de indução, geram células embriogênicas, que resultam na formação de um embrião somático 

(QUIROZ-FIGUEIROA et al., 2006; ZIMMERMANN, 2010). Para adquirir competência 

embriogênica, as células somáticas necessitam reprogramar padrões de expressão gênica, além 

de realizar mudanças na morfologia, fisiologia e metabolismo (NAMASIVAYAM, 2007). 

Sendo assim, a ES corresponde a um modelo para o estudo das características 

morfológicas, eventos fisiológicos, moleculares e bioquímicos em plantas superiores e com 

potencial aplicações biotecnológicas na propagação clonal de espécies (MORAES, 2003; 

QUIROZ-FIGUEIROA et al., 2006). Além disso, a ES possibilita a produção clonal de um 

elevado número de plantas em um curto espaço de tempo, ocupando uma área física bastante 

reduzida se comparada com os métodos convencionais de multiplicação (PEREIRA et al., 

2007). 

Em condições específicas de cultura de tecidos, uma única célula somática (ou grupos 

de células) pode ser convertida em um embrião que se desenvolve em uma planta geneticamente 

idêntica à planta doadora (KONIECZNY et al., 2012). Dessa forma, a embriogênese somática 

apresenta vantagens como a obtenção de grande número de propágulos (embriões somáticos) 

(XAVIER, 2009, KONIECZNY et al., 2012). 

À vista disso, a embriogênese somática pode ocorrer de forma direta, em que os 

embriões somáticos originam-se diretamente de tecidos de matrizes, sem o estabelecimento de 

estádios intermediários de calos; ou de forma indireta, na qual os embriões somáticos formam-

se a partir de calos que apresentam células em diferentes estádios de diferenciação. Em ambos 

os padrões, o embrião somático segue a mesma sequência de desenvolvimento do embrião 

zigótico, ou seja, a passagem pelos estádios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar 

(DONATO, 2000; ZIMMERMANN, 2010). 
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A embriogênese somática primária, acontece quando o embrião somático segue a 

sequência de desenvolvimento acima relatada. Já a embriogênese somática secundária ocorre 

quando novos embriões são formados a partir de embriões somáticos primários (UZELAC et 

al., 2007; KARAMI et al., 2008), ou seja, os embriões formados na embriogênese primária são 

repicados e colocados no meio de desenvolvimento secundário para estimular a formação de 

novos calos.  

Segundo Jariteh et al. (2011) e Vasic et al. (2001), a embriogênese somática secundária 

tem certas vantagens em comparação com a embriogênese somática primária, como alta taxa 

de multiplicação, a independência de uma fonte de explante e a repetibilidade de formação de 

embriões. 

Alguns estudos referem que nas técnicas da cultura de tecidos, existe um risco de ocorrer 

variações genéticas nas células ou nas plantas, conhecidas como variação somaclonal 

(GEORGE, 2007). O risco de variações genéticas é geralmente maior quando as plantas se 

originam por embriogênese somática indireta que se deve ao longo período da fase de 

calogênese (BAIRU et al., 2011). São diversos os mecanismos causadores da variação 

somaclonal, como variações cromossômicas, a ativação de transposons, mutações em um único 

gene, metilações do DNA, a poliploidia e as mutações nucleares e citoplasmáticas (SRISAWAT 

et al., 2005; RIVAL et al., 2009; MADON et al., 2012).  

Considerando a importância do cultivo do Theobroma cacao L., um método de 

propagação eficiente do cacaueiro é essencial para acelerar os programas de melhoramento e 

evitar interrupções de produção no futuro (LALIBERTE e END, 2015). Nesse sentido, a 

embriogênese somática, por proporcionar rápida multiplicação vegetal e manutenção da 

identidade genética das plantas superiores, passou a ser aplicada como técnica de pesquisa e 

interesse industrial (PINTO, SILVA e LOUREIRO, 2011). 

 

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DE Theobroma cacao L. 

O cacaueiro é uma espécie que apresenta sementes recalcitrantes, que sofrem 

desidratação pouco tempo após a maturidade fisiológica, e danos físicos decorrentes da 

dessecação (TIMMS; STEWART, 1999) não resistindo à secagem e armazenamento. Dessa 

forma, a propagação de Theobroma cacao L. pelo plantio das sementes se torna limitada 

(BOUTCHOUANG, 2016). 
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A técnica de embriogênese somática permite a propagação em larga escala, com 

rendimento de hastes por matriz da embriogênese duas a três vezes superior a matrizes no 

campo (BRASIL, 2018b).  

Como relatado por Teixeira (2002), botões florais bem desenvolvidos, coletados logo 

antes da antese, são as fontes de estaminoides mais propensas à indução embriogênica, sendo 

que pétalas e estaminoides têm dado resultados satisfatórios. Entretanto, os estaminoides são 

os que melhor respondem ao cultivo in vitro. 

A embriogênese somática secundária, processo pelo qual os embriões adventícios são 

formados a partir de cotilédones de embriões imaturos (MINYAKA et al., (2008) tem sido 

amplamente descrita durante a embriogênese somática em Theobroma cacau L. e promove 

melhores resultados para a propagação dessa planta (QUINGA, 2013). 

Com isso, destaca-se que os primeiros estudos utilizando a embriogênese somática para 

a produção do cacau obtiveram baixos rendimentos (SONDAHL et al., 1993). O primeiro 

protocolo com maior rendimento foi desenvolvido por Li et al. (1998), e mostra a importância 

da variação genotípica na resposta embriogênica. Esse protocolo básico de embriogênese 

somática em cacau foi otimizado por Maximova et al. (2002), que desenvolveu um método-

chave para a embriogênese somática secundária utilizando explantes de cotilédones da 

embriogênese somática primária (GARCIA et al., 2016). 

Segundo Rodriguez et al. (2010), as linhagens de células mutantes formadas como 

resultado da indução da embriogênese somática no cacaueiro perdem progressivamente 

totipotência, de modo que as linhagens de células totipotentes livres de mutações são as que 

predominam. Foi observado que os embriões somáticos formados na embriogênese somática 

(primária e secundária) exibiram um baixo número de mutações e que a divergência genética e 

epigenética entre a planta matriz e o embrião somático não é estatisticamente diferente. 

É possível reproduzir clones de elite do Theobroma cacao L. utilizando a embriogênese 

somática (MAXIMOVA et al., 2002). No entanto, sua aplicação é limitada pelo longo período 

de tempo, desde o início da cultura até a produção de embriões (6–8 meses), e o relativo alto 

custo por planta produzida (TRAORE et al., 2003). 

Segundo Pinto, et al. (2008), quando houver uma melhor compreensão dos fatores que 

controlam a embriogênese somática, haverá aumento da eficiência de protocolos. Entre essas 

variáveis estão a interação entre fatores internos (genótipo, idade, tipo de explante, condições 

fisiológicas) e fatores externos (composição do meio de cultura, reguladores de crescimento, 

luz, temperatura e presença de compostos antioxidantes). 
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Estudos bioquímicos, associados aos estudos morfológicos e histológicos estão sendo 

realizados durante a embriogênese somática em diferentes plantas, proporcionando uma grande 

quantidade de informações, incluindo aquelas associadas às alterações bioquímicas 

relacionadas com a indução da competência embriogênica (KOMAMINE et al., 1991). 

 

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA E ESTRESSE OXIDATIVO  

As espécies reativas de oxigênio (EROs), como peróxido de hidrogênio (H2O2), 

superóxido (O2•) e radicais hidroxila (HO•) são produzidas naturalmente durante os processos 

metabólicos das células, como a respiração e a fotossíntese nas mitocôndrias, cloroplastos e 

peroxissomos, e em pequenas quantidades agem como moléculas sinalizadoras para o 

crescimento e desenvolvimento das células (OBERT et al., 2005; DEL RÍO et al., 2006). No 

entanto, em concentrações elevadas são capazes de reagir com biomoléculas (DNA, 

fosfolipídeos e proteínas afetando a integridade e função celular (DEL RÍO et al., 2006). Para 

conter essa citotoxidade, as células possuem complexos mecanismos enzimáticos e não-

enzimáticos de neutralização de EROs (APEL, HIRT, 2004; MØLLER et al., 2007). Quando o 

equilíbrio entre a produção e a neutralização é alterado, com aumento dos EROs, ocorre o 

"estresse oxidativo" (APEL, HIRT, 2004). 

As primeiras fases da embriogênese de plantas cultivadas in vitro são caracterizadas 

pela indução de grande quantidade de genes relacionados ao estresse, levando à hipótese de que 

a ES seja uma resposta extrema ao estresse. Alguns estudiosos têm correlacionado o aumento 

da atividade de enzimas antioxidativas com a resposta embriogênica, sugerindo que o aumento 

da atividade delas relaciona-se com o estresse oxidativo, o qual ajuda acelerar o processo de ES 

(CUI et al., 1999; GANESAN; JAYABALAN, 2004; LIBIK et al., 2005; KONIECZNY et al., 

2008; CARVALHO, 2009).  

Com isso, essas espécies reativas produzem modificações no padrão de expressão 

gênica, metabolismo celular e totipotência, essenciais para a competência embriogênica em 

células somáticas, portanto, acredita-se que um certo nível de estresse oxidativo é necessário 

para promover a formação de células embriogênicas e desencadear uma rota morfogênica 

específica (BLAZQUEZ et al., 2009). Porém, novos estudos são requeridos para a elucidação 

da bioquímica envolvida na embriogênese e, assim, fornecer subsídios para otimizar os sistemas 

de propagação in vitro baseados nesta técnica (CARVALHO, 2009) 

Dentre as enzimas antioxidantes, destacam-se as enzimas superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e peroxidase (POD). O produto da atividade da SOD é o peróxido de hidrogênio 
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(H2O2), o qual é tóxico em níveis elevados e precisa ser reduzido a H2O em reações 

subsequentes. Os níveis intracelulares de H2O2 são regulados nas plantas, principalmente, pela 

CAT e peroxidades. Assim, essas enzimas podem ser consideradas como possíveis "marcadores 

da morfogênese" (KONIECZNY, 2008). 

Diante disso, Cui e colaboradores (1999) mostraram a mudança na atividade das 

enzimas antioxidantes e o efeito do H2O2 exógeno na frequência da ES em Lycium barbarum 

L. Dessa forma, seus resultados apontaram que a atividade da superóxido dismutase aumentou 

gradualmente nos primeiros dias de cultivo, diminuindo com as divisões adicionais e o 

desenvolvimento de embriões multicelulares, enquanto que a atividade da peroxidase e catalase 

foi alta em calos e decaiu rapidamente nos primeiros dias da diferenciação, sugerindo que um 

aumento intracelular de H2O2 foi determinante na formação de células embriogênicas.  

Além disso, Amal e Hemmat (2015), indicaram que na tamareira, a atividade da 

peroxidase possuiu um nível mais alto no calo embriogênico e, em seguida, reduziu 

gradualmente durante os subsequentes estágios de desenvolvimento.  

Em embriões somáticos de um genótipo híbrido de elite de Theobroma cacau L. um 

padrão de diminuição da atividade das peroxidases e da polifenol oxidase foi observado em 

embriões globulares a cotiledonares. A atividade das peroxidases e da polifenol oxidase foi 

maior em estaminoides do que em pétalas e nos estágios iniciais da embriogênese somática, 

apresentando, por outro lado, redução em embriões globulares e no estágio cotiledonar 

(BOUTCHOUANG, 2016; MINYAKA et al., 2017). 

Os resultados, anteriormente descritos, sugerem uma possível relação entre caminhos 

da embriogênese e resposta ao estresse (DUDITS et al., 1991, 1995). A resposta fisiológica às 

condições de estresse pode depender de dois fatores principais: o estado fisiológico das células 

e o nível (tempo e intensidade) de condição de estresse. Quando o nível de estresse excede a 

tolerância celular, as células morrem, mas se ele é baixo, as células podem induzir mecanismos 

de adaptação (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006).   
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Resumo 

Estudos correlacionam o aumento da atividade de enzimas antioxidativas com a melhora da 

resposta embriogênica em Theobroma cacao L. Este trabalho teve como objetivo avaliar a 

atividade enzimática anti-oxidativa (AE) na embriogênese somática de clones de Theobroma 

cacao L. nos estádios de embriogênese primária (60, 105 e 120 dias) e embriogênese secundária 

(165 e 225 dias. Usou-se pétalas e estaminoides dos clones CCN51, CEPEC2002 e BN34 para 

a indução embriogênica de acordo com Maximova et al. (2005). As enzimas Superóxido 

dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e Peroxidase do Guaiacol 

(GPX), foram analisadas de acordo com protocolos específicos. Usou-se ANOVA e teste Tukey 

(P<0,05). CAT não apresentou diferença entre os clones em nenhum período avaliado, 

mostrando sempre uma baixa atividade. Aos 60 dias o clone CCN51 destacou-se por apresentar 

elevadas atividades de SOD, APX e GPX. Aos 105 dias SOD foi maior nos clones CCN51 e 

GPX nos grupos CEPEC2002. APX não diferiu entre os clones. Aos 120 dias, SOD foi maior 

nos clones CEPEC2002 e BN34. GPX foi maior em CEPEC. APX não diferiu. Aos 165 dias 

SOD e GPX foram maiores nos embriões de BN34 e CCN51.  Aos 225 dias a AE de GPX e 

APX foram maiores em CCN51. SOD não diferiu. De maneira geral, o clone CEPEC2002 

apresentou menores AE e os estaminoides apresentaram maior AE que as pétalas. Houve 

atividade diferencial para as enzimas antioxidantes, em calos e embriões. Ao analisar a AE em 

diferentes tempos nos estaminoides marrons foi visto redução de SOD e aumento de APX e 

GPX ao longo do tempo. Verificou-se que SOD, APX e GPX são marcadores bioquímicos 

específicos em diferentes estágios do desenvolvimento embriogênico o que pode auxiliar na 

otimização do protocolo embriogênico para os genótipos de interesse.   

Palavras-chave:  cultura de tecidos, micropropagação, genótipos de cacau, biotecnologia.  

 

Introdução 

O gênero Theobroma compreende 22 espécies, todas originárias dos bosques úmidos 

tropicais da América Equatorial (Thomas et al. 2012). Considerado como alimento dos deuses, 

o Theobroma cacao L. fornece a matéria-prima para a multibilionária indústria do chocolate e 

é a principal fonte de renda para cerca de 6 milhões de pequenos proprietários em todo o mundo. 

Além disso, os grãos do cacau têm vários outros usos não alimentares nas indústrias 

farmacêutica e cosmética (Wickramasuriya e Dunwell 2018).  

A produção mundial de cacau em 2017/2018 foi de 75, 2% na África, 18% na América 

e 6,3% na Ásia e Oceania (ICCO 2019). A produção nacional é determinada principalmente 

pela área colhida, pela produção do ano anterior, pelo preço praticado internamente e pela 
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presença ou não da vassoura-de-bruxa no local de colheita (Zugaib 2015). Portanto, um método 

de propagação eficiente do cacaueiro é essencial para acelerar os programas de melhoramento 

e evitar interrupções de produção no futuro (Laliberte e End 2015). 

A embriogênese in vitro, ou embriogênese somática (ES), é uma alternativa aos métodos 

de propagação tradicionais e permite a rápida propagação clonal de mudas livres de doenças 

(Quainoo et al. 2008). Além disso, a embriogênese somática do cacau favorece a multiplicação 

em grande escala de genótipos de elite, o beneficiamento genético, a coleta e conservação de 

germoplasma e a difusão eficiente de material vegetal, gerando mudas para os agricultores 

(Minyaka et al. 2017).  

Dessa forma, a ES é o processo pelo qual células somáticas, em condições de indução, 

geram células embriogênicas que resultam na formação de um embrião somático (Quiroz-

Figueiroa et al. 2006; Zimmermann 2010). Para adquirir competência embriogênica, as células 

somáticas necessitam reprogramar padrões de expressão gênica, além de realizar mudanças na 

morfologia, fisiologia e metabolismo (Namasivayam 2007). Na ES do cacau, mutações 

genéticas e modificações epigenéticas não se acumulam com o envelhecimento de calos 

induzidos in vitro (López et al. 2010; Quinga et al. 2017), sendo isso uma vantagem dessa 

técnica.  

As primeiras fases da embriogênese são caracterizadas pela indução de grande 

quantidade de genes relacionados ao estresse (Ganesan e Jayabalan 2004; Libik et al. 2005; 

Obert et al. 2005; Konieczny et al. 2008; Carvalho 2009). O estresse oxidativo é provocado 

pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Apel e Hirt 2004), como peróxido de 

hidrogênio (H2O2), superóxido (O2•), e radicais hidroxila (HO•), os quais são produzidos 

naturalmente durante os processos metabólicos das células como a respiração e a fotossíntese 

e, em pequenas quantidades, agem como moléculas sinalizadoras (Obert et al. 2005; Del Río et 

al. 2006) regulando processos como defesa de patógenos, morte celular programada e controle 

estomático (Gill e Tuteja 2010).  

Nessa perspectiva, segundo Blázquez et al. (2004), essas espécies reativas induzem 

modificações no padrão de expressão gênica, no metabolismo celular e na totipotência, aspectos 

importantes para a competência embriogênica em células somáticas. Portanto, acredita-se que 

certo nível de estresse oxidativo é requerido para promover a formação de células 

embriogênicas e desencadear uma rota morfogênica específica. No entanto, em concentrações 

elevadas, as EROs são capazes de reagir com biomoléculas (DNA, fosfolipídeos e proteínas) 

afetando a integridade e função celular (Del Río et al. 2006) podendo levar à morte celular 

devido a sua alta toxicidade (Gill e Tujeta 2010).  

Assim, a fim de minimizar os efeitos deletérios das EROs, as plantas possuem 

mecanismos antioxidativos enzimáticos e não enzimáticos (Apel e Hirt 2004). Os não-

enzimático incluem ascorbato e glutationa, ácido ascórbico, o β-caroteno e o -tocoferol (Miller 

et al. 2018). Dentre os mecanismos enzimáticos está a atuação de enzimas como a dismutase 

do superóxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol (GPX) e catalase 

(CAT) (Mittler 2002; Zhang et al. 2010), as quais podem prevenir o acúmulo de EROs e o 

estresse oxidativo exacerbado (Saher et al. 2004).  

A SOD é a primeira enzima que participa do processo de desintoxicação de EROs, 

catalisando a dismutação de O2•- a H2O2 e O2 (Mittler et al. 2011; Zhang et al. 2010). A CAT 

realiza a conversão do H2O2 em H2O e O2 nos peroxissomos (Panda e Choudhury 2005). Já as 

enzimas GPX e APX, atuam juntamente com a CAT na remoção de H2O2 no interior das células, 

sendo que a GPX utiliza o guaiacol como receptor de elétrons (Asada 2006) e a APX utiliza o 

ácido ascórbico como doador de elétrons para reduzir H2O2 (Dipierro et al. 2005). 

Estudos têm mostrado o potencial de algumas enzimas para atuar como marcadores 

bioquímicos específicos dos estágios embriogênicos que podem ser usados para otimizar 
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protocolos de embriogênese somática (Kormutˇák et al. 2003; Konieczny et al. 2008; Carvalho 

2009).  

Amal e Hemmat (2015) indicaram que na tamareira a atividade da peroxidase possuiu 

um nível mais alto no calo embriogênico e, em seguida, reduziu gradualmente durante os 

subsequentes estágios de desenvolvimento.  

Em embriões somáticos de um genótipo híbrido de elite de Theobroma cacao L. um 

padrão de diminuição da atividade das peroxidases e da polifenol oxidase foi observado em 

embriões globulares a cotiledonares. A atividade das peroxidases e da polifenol oxidase foi 

maior em estaminoides do que em pétalas e nos estágios iniciais da embriogênese somática, 

apresentando, por outro lado, redução em embriões globulares e no estágio cotiledonar 

(Boutchouang 2016; Minyaka et al. 2017).  

Sabe-se que as enzimas como peroxidase e polifenol oxidase participam do metabolismo 

das auxinas, ácido cumárico e outros compostos fenólicos que são importantes na embriogênese 

vegetal (Duchovskis et al. 2009). Nesse sentido, novos estudos são requeridos para a elucidação 

da bioquímica envolvida na embriogênese somática e para o fornecimento de subsídios para o 

desenvolvimento de marcadores específicos que otimizem protocolos embriogênicos 

(Kormutˇák et al. 2003; Carvalho 2009). 

Nesse estudo, avaliou-se as atividades enzimáticas de superóxido dismutase, ascorbato 

peroxidase, peroxidase do guaiacol e catalase em calos e embriões somáticos de Theobroma 

cacao L. a fim de conhecer o padrão de atividade a depender do expante e/ou clone em 

diferentes fases do processo embriogênico.  

 

Material e métodos  

 

Embriogênese somática: A embriogênese somática foi realizada no Laboratório de 

Biotecnologia do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) da Comissão Executiva do Plano da 

Lavoura Cacaueira (CEPLAC), Itabuna- BA. O material vegetal e os insumos da pesquisa 

foram fornecidos por esta instituição. O protocolo de embriogênese somática utilizado foi 

desenvolvido por Maximova et al. (2005) com algumas modificações. Esse protocolo é dividido 

em: Indução de calo primário (ICP), crescimento de calo secundário (ICS) e desenvolvimento 

de embriões (ED). 

Foram coletados botões florais de três genótipos de cacau (CCN51, CEPEC2002 e 

BN34) no período matutino até às 9h da manhã. Os botões foram desinfetados com hipoclorito 

de cálcio a 2% por 20 minutos e, logo após, lavados três vezes com água autoclavada. Os botões 

florais foram cortados com bisturi número 11 para extração dos explantes (pétalas e 

estaminoides), os quais foram inoculados separadamente em placas de Petri totalizando 20 

explantes por placa, garantindo um bom contato com o meio de indução de calo primário (ICP). 

A formação de calos foi avaliada nos sétimo e décimo quarto dias nesse meio de cultura, quando 

foram transferidos para o meio de indução de calo secundário (ICS) (Tabela 1).  

Com isso, os calos foram avaliados morfologicamente em dois tipos: a) brancos e 

compactos: agrupamentos de células alongadas e brancas que geralmente não formam 

embriões; e b) marrom e friável: consiste em células redondas, variando entre marrom claro a 

marrom escuro, frequentemente encontrados em associação com embriões somáticos 

(Maximova et al. 2002; Scotton, 2012). 

Após 14 dias em meio ICS, os calos foram transferidos para o meio de desenvolvimento 

de embrião (ED) (Tabela 1), e observados quanto à formação de embriões. A cada 14 dias os 

calos foram subcultivados em meio ED.  

Para a indução da embriogênese somática secundária, foram selecionados embriões 

primários, maturados, com cotilédones desenvolvidos. Os cotilédones foram cortados com um 

bisturi em peças de aproximadamente 4 mm2 e inoculado em meio ICS (Tabela 1) por 14 dias 
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para formação de calos, em seguida, os calos embriogênicos foram transferidos para o meio ED 

para a formação de embriões secundários. Os embriões foram transferidos para o meio PEC 

para formação de plântulas.  

Tabela 1. Composição dos meios de cultura utilizados na embriogênese somática  

ICP Composto pelos sais DKW (DRIVER & KUNIYUKI, 1984). 

Suplementado com glicose (20g/L), 2,4- D (2ml/L), TDZ (20𝞵l /L), 

vitamina DKW (1ml/L), glutamina (20g/L), myoinositol (100mg/L) e 

Phytagel® (2g/L). 

 

ICS Composto por Mc Cowns Salts (2,3g/L), suplementado com glicose 

(20gL), 2,4-D (2ml/L), vitamina B5 (1ml/L), BAP (50𝞵l /L) e Phytagel® 

(2,2 g/L). 

 

ED Composto pelos sais DKW (DRIVER & KUNIYUKI, 1984), 

suplementado com sacarose (30g/L), vitamina DKW (1ml/L), glicose 

(2g/L), Phytagel® (2g/L) e isento de fitorreguladores. 

 

 

 

Metabolismo antioxidativo: Coletaram-se amostras de calos e embriões somáticos, 

produzidos através de pétalas e estaminoides dos clones CCN51, BN34 e CEPEC2002 aos 60, 

105, 120 dias de cultivo embriogênico (embriogênese primária) e aos 165 e 225 dias de cultivo 

(embriogênese secundária). Os calos oriundos de estaminoides foram divididos em brancos ou 

marrons, de acordo com o aspecto apresentado durante o crescimento.  

Imediatamente após a coleta do material vegetal, fez-se a imersão das amostras em 

nitrogênio líquido e armazenamento em ultrafreezer a -80°C para a liofilização. Em seguida, as 

amostras foram liofilizadas e armazenadas em freezer -20°C para conservação até a realização 

das análises bioquímicas.  

 

Preparo do extrato bruto: Para a realização dos ensaios enzimáticos, os tecidos vegetais foram 

submetidos à maceração em nitrogênio líquido. Posteriormente, foram pesados 40 mg do 

macerado em balança analítica (SHIMADZU – AUW 220) e, em seguida, foi acondicionado 

em eppendorfs de 2 mL. Logo após, adicionou-se polivinilpirrolidona (PVP) (0,7 g de PVP/g 

de tecido) para evitar a oxidação do macerado. Em sequência, o macerado foi ressuspenso em 

tampão de extração, que variou de acordo com o tipo de enzima: tampão fosfato de potássio, 

50 mM, pH 6,0, para a atividade da enzima GPX; tampão fosfato de potássio, 50 mM, pH 7,0, 

para as atividades das enzimas APX e CAT; tampão fosfato de potássio, 50 mM, pH 7,9, para 

a atividade da enzima SOD. Foi realizada agitação em vórtex e as amostras foram submetidas 

à sonicação, em ultrassonicador de sonda (Gex 130, 130 W), sob amplitude de 70%, 8 pulsos 

de 5s, com intervalos de 10s, seguido de centrifugação (13400 rpm) por 15 min a 4°C.  

 Seguidamente, coletou-se o sobrenadante, considerado como extrato bruto, e fez-se a 

sua transferência para um novo microtubo de 2 mL, que foi mantido em isopor com gelo para 

uso imediato.  

 

Dismutase do superóxido (SOD): A determinação da atividade de SOD foi realizada como 

proposto por Giannopolitis e Ries (1977), com modificações. A unidade de atividade (UA) foi 

calculada para medir a capacidade da enzima de inibir 50% da redução fotoquímica de nitroazul 

de tetrazólio (NBT), que forma o precipitado formazana azul. Adicionou-se ao extrato bruto o 

tampão de extração (fosfato de potássio, 50mM, pH 7,9), EDTA (1 mM) e metionina (13 mM). 

A atividade enzimática iniciou-se com a adição de riboflavina (1 mM). Após 10min no escuro, 

iniciou-se a primeira leitura, e a segunda leitura foi feita após exposição à luz fluorescente de 
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15W por 20min. Os brancos foram os poços que não continham extrato vegetal. As leituras 

foram realizadas em comprimento de onda de 560 nm e as amostras lidas em quadruplicatas no 

espectrofotômetro de microplacas Espectramax Paradigm (Molecular Devices).  

 

Catalase (CAT): A atividade de CAT foi feita por meio do consumo de H2O2, de acordo com 

Havir e Mchale (1987), com modificações. Foi adicionado tampão de reação (tampão fosfato 

de potássio, 50 mM, pH 7,0) em 5 µL do extrato vegetal a 30°C. Adicionada 20 mL de H2O2 a 

300 mM para início da reação. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 240nm por 

300s, contra um branco sem extrato vegetal, e expressa em µmol H2O2 g
-1 MS min-1, usando-

se o coeficiente de extinção molar de 36M cm-1 no espectrofotômetro de microplacas 

Espectramax Paradigm (Molecular Devices). 

 

Peroxidase do ascorbato (APX): A determinação da atividade de APX foi de acordo com 

Nakano e Asada (1981), com modificações. Na reação, a presença de APX no extrato vegetal 

reduz a concentração de H2O2 do meio em função da redução de ácido ascórbico adicionado. 

Ao extrato vegetal diluído foi acrescentado o tampão de reação (tampão fosfato de potássio, 50 

mM, pH 7,0, ascorbato a 5 mM, EDTA a 0,1 mM e H2O2 a 0,1 mM). Foram realizadas leituras 

a cada 30s no comprimento de onda de 290nm. A análise foi realizada em quadruplicatas e os 

valores expressos em µmol ascorbato g-1 MS min-1 no espectrofotômetro de microplacas 

Espectramax Paradigm (Molecular Devices).  

 

Peroxidase do guaiacol (GPX): A atividade de GPX foi realizada através do preparo do ensaio 

enzimático, contendo 140 µL de tampão de reação GPX 2x [guaiacol 40 mmol L-1, H2O2 a 

0,06% e tampão fosfato de sódio (20 mmol L1, pH 6,0), 139 µL de tampão fosfato (50 mmol 

L-1, pH 6,0)] e 1 µL de extrato enzimático do material vegetal. A leitura foi realizada por 100s 

e o valor de consumo de GPX expresso com o aumento do consumo de guaiacol em µmol s-1 g 

-1 MS. A conversão dos dados obtidos em valores de absorvância foi feita com o uso da equação 

y= 0,1284x + 0,0189, segundo Rehem et al. (2011). A leitura das amostras foi realizada em 

quadruplicatas, durante 1min com intervalo de 12s em espectrofotômetro de microplacas 

(VERSAmax), no comprimento de onda de 470 ƞm. 

As análises foram realizadas na dependência do quantitativo do material embriogênico 

suficiente para a realização das atividades enzimáticas.  

 

Análise estatística  

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 3 repetições e 

arranjo fatorial (3x3) correspondentes a 3 clones de Theobroma cacao L. (CCN51, CEPEC2002 

e BN34) e 3 tipos de calos: oriundos de pétalas, brancos de estaminoides e marrons de 

estaminoides. Os dados de atividade enzimática das amostras vegetais foram feitos em triplicata 

e submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparação de médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls para a comparação 

(P≤0,05). 

 

 

Resultados 

 

Atividade enzimática em calos e embriões na embriogênese somática primária 

 

Os resultados apresentados mostram as atividades das enzimas SOD, GPX, APX e CAT 

envolvidas na desintoxificação de EROs, em calos embriogênicos de pétalas (P) e de 
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estaminoides (E) dos clones de cacau CCN51, CEPEC2002 e BN34 aos 60, 105 e 120 dias de 

cultivo embriogênico. 

 

Atividade enzimática de SOD  

 

Podemos observar na figura 1 que aos 60 dias de cultivo (A) a atividade enzimática foi 

maior nos calos marrons de estaminoides (EM) dos três clones avaliados CCN51 (0,79 UA mg-

1MS min-1), CEPEC2002 (0,79 UA mg-1MS min-1) e BN34 (0,79 UA mg-1MS min-1) sem 

diferença estatística entre eles, e menor em calos de pétalas (P) de CEPEC2002 (0,76 UA mg-

1MS min-1) e de BN34 (0,76 UA mg-1MS min-1), sem diferença estatística entre eles (p<0,05). 

Calos brancos de estaminoides (EB) de CCN51 (0,77 UA mg-1MS min-1) e de BN34 (0,77 UA 

mg-1MS min-1) e calos de pétalas de CCN51 (0,78 UA mg-1MS min-1) não diferiram dos demais 

grupos.  

Por outro lado, aos 105 dias de cultivo (B) houve diminuição da atividade enzimática 

nos estaminoides marrons dos clones CCN51 (0,76 UA mg-1MS min-1) e BN34 (0,75 UA mg-

1MS min-1) comparado aos demais calos. O clone CEPEC 2002 não apresentou diferença 

significativa na atividade enzimática entre os calos de pétalas (0,79UA mg-1MS min-1), calos 

brancos de estaminoides (0,78UA mg-1MS min-1) e calos marrons de estaminoides (0,79UA 

mg-1MS min1).  

Aos 120 dias de cultivo (C), as pétalas dos 3 clones CCN51 (0,77UA mg-1MS min-1), 

BN34 (0,78UA mg-1MS min-1) e CEPEC2002 (0,76UA mg-1MS min-1) e calos marrons de 

CEPEC2002 (0,77UA mg-1MS min-1) apresentaram as menores atividades enzimáticas, sem 

diferença significativa entre eles. Já as maiores foram nos calos brancos de CEPEC 2002 

(0,79UA mg-1MS min-1) e BN34 (0,80UA mg-1MS min-1) e calos marrons de BN34 (0,80UA 

mg-1MS min-1), sem diferença significativa entre eles. 
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Figura 4: Atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) em calos de pétalas (P) e em 

calos brancos (EB) ou marrons (EM) de estaminoides, dos clones CCN51, CEPEC2002 e BN34 

aos 60 (A), 105 (B) e 120 (C) dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições 

(± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os 

tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. 

Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. 

Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (P ≤ 0,05). 
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Atividade enzimática de Peroxidase do guaiacol (GPX) 

 

Observou-se para GPX aos 60 dias de cultivo (A), que a maior atividade enzimática 

aconteceu nos calos de pétalas do clone CCN51 (0,003 UA mg-1MS min-1) e nos calos marrons 

de estaminoides do clone BN34 (0,003 UA mg-1MS min-1), sem diferença significativa entre 

eles. A menor atividade enzimática aconteceu nos calos de pétalas (0,0002 UA mg-1MS min-1) 

de BN34 e nos três calos do clone CEPEC2002: pétalas (0,0005 UA mg-1MS min-1), marrons 

de estaminoides (0,0005 UA mg-1MS min-1) e brancos de estaminoides (0,0005 UA mg-1MS 

min-1), sem diferença significativa entre eles.  

Aos 105 dias de cultivo embriogênico (B), o clone CEPEC2002 se destacou por 

apresentar as maiores atividades enzimáticas nos materiais embriogênicos, comparado aos 

demais clones, sendo a maior atividade vista nos calos marrons de estaminoides (0,002 UA mg-

1MS min-1) 

Aos 120 dias de cultivo (C), o grupo de calos brancos de estaminoides do clone 

CEPEC2002 apresentou maior atividade da enzima GPX (0,0008 UA mg-1MS min-1). As 

menores atividades foram nos calos brancos de estaminoides de CCN51 (0,00007 UA mg-1MS 

min-1) e nos calos marrons de estaminoides de BN34 (0,0001 UA mg-1MS min-1).  
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Figura 5: Atividade enzimática da peroxidase do guaiacol (GPX) em calos de pétalas (P) e em 

calos brancos (EB) ou marrons (EM) de estaminoides, dos clones CCN51, CEPEC2002 e BN34 

aos 60 (A), 105 (B) e 120 (C) dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições 

(± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os 

tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. 

Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. 

Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 
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Atividade enzimática de Ascorbato peroxidase (APX) 

 

A atividade enzimática de APX apresentou diferença entre as médias nos grupos 

testados aos 60 dias de cultivo embriogênico (A). A maior atividade foi observada em calos 

marrons de estaminoides do clone CCN51 (0,02 UA mg-1MS min-1) e as menores atividades 

nos demais grupos sem diferença significante entre eles.   

Aos 105 e 120 dias de cultivo embriogênico a atividade enzimática de APX não 

apresentou diferença entre os clones e os calos embriogênicos analisados.   

 

 

 

 
Figura 6: Atividade enzimática da ascorbato peroxidase (APX) em calos de pétalas (P) e em 

calos brancos (EB) ou marrons (EM) de estaminoides, dos clones CCN51, CEPEC2002 e BN34 

aos 60 (A), 105 (B) e 120 (C) dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições 
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(± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os 

tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. 

Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. 

Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

Atividade enzimática de catalase (CAT) 

A atividade enzimática de CAT foi muito baixa e não apresentou diferença entre os 

grupos em nenhum dos períodos avaliados.  

  
Figura 7: Atividade enzimática da catalase (CAT) em calos de pétalas (P) e em calos brancos 

(EB) ou marrons (EM) de estaminoides, dos clones CCN51, CEPEC2002 e BN34 aos 60 (A), 
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105 (B) e 120 (C) dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

 

Atividade enzimática em calos e embriões na embriogênese somática secundária 

 

Na embriogênese somática secundaria, foram avaliados dois tempos de cultivo, 165 e 

225 dias. Foram comparadas as atividades enzimáticas dos embriões somáticos com os calos 

que não formaram embriões.  

 A atividade enzimática de superóxido dismutase (SOD) aos 165 dias de cultivo (figura 

5), não apresentou diferença entre os grupos testados: calos marrons de estaminoides (765 UA 

mg-1 MS min-1) e embriões de calos marrons de estaminoides de CCN51 (0,772 UA mg-1MS 

min-1); e calos marrons de estaminoides (0,760 UA mg-1MS min-1) e embriões de calos marrons 

de estaminoides de BN34 (0,766 UA mg-1 MS min-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Atividade enzimática de SOD em calos e embriões somáticos dos clones CCN51 e 

BN34 aos 165 dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

Aos 225 dias de cultivo (figura 6), a atividade enzimática de SOD foi maior em embriões 

de estaminoide marrons de BN34 E (0,785 UA mg-1MS min-1), seguido de embriões de 

estaminoide marrons de CCN51 (0,756 UA mg-1MS min-1), e a menor atividade observada em 

embroões de pétalas de CCN51 P (0,752 UA mg-1MS min-1). 
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Figura 9: Atividade enzimática de SOD em embriões somáticos dos clones CCN51 e BN34 

aos 225 dias de cultivo embriogênico.Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

 

A atividade enzimática de GPX aos 165 dias de cultivo foi maior em calos marrons de 

estaminoides de CCN51 (0,003 UA mg-1MS min-1), seguido de embriões de calos marrons de 

estaminoides de CCN51 (0,002 UA mg-1MS min-1) e foi menor em calos marrons de 

estaminoides de BN34 (0,00 UA mg-1MS min-1).  

 

 
Figura 10:  Atividade enzimática de GPX em calos e embriões somáticos dos clones CCN51 e 

BN34 aos 165 dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 
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Aos 225 dias de cultivo a atividade enzimática de GPX foi maior nos embriões de calos 

marrons de estaminoides de CCN51 (0,003 UA mg-1MS min-1) comparado aos embriões de 

calos marrons de estaminoides de BN34 (0,002 UA mg-1MS min-1).   

 

 
Figura 11: Atividade enzimática de GPX em calos e embriões somáticos dos clones CCN51 e 

BN34 aos 225 dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

A atividade enzimática de APX aos 165 dias de cultivo, foi maior em embriões de calos 

marrons de estaminoides de CCN51 (0,026 UA mg-1MS min-1), seguido de calos marrons de 

estaminoides de CCN51 (0,018 UA mg-1MS min-1) e a menor em calos marrons de estaminoides 

de BN34 (0,009 UA mg-1MS min-1). 

 

 
Figura 12: Atividade enzimática de APX em calos e embriões somáticos dos clones CCN51 e 

BN34 aos 165 dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 
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dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

A atividade enzimática de CAT não diferiu entre os materiais vegetais testados aos 165 

dias de cultivo embriogênico: calos marrons de estaminoides de CCN51 (7,71574E-05 UA mg-

1MS min-1), embriões de calos marrons de estaminoides de CCN51 (0,00011269 UA mg-1MS 

min-1) e calos marrons de estaminoides de BN34 (1,47208E-05 UA mg-1MS min-1).  

 

 
Figura 13: Atividade enzimática de CAT em calos e embriões somáticos dos clones CCN51 e 

BN34 aos 165 dias de cultivo embriogênico. Valores médios de três repetições (± EP) foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as médias entre os tratamentos 

usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou homogeneidade dos dados. Em caso de 

dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas 

das mesmas letras minúsculas, não diferem entre si (p ≤0,05). 

 

Não houve material vegetal suficiente para análise da atividade enzimática de APX e 

CAT aos 225 dias de cultivo embriogênico.  

Considerando que os calos marrons de estaminoides apresentaram boa eficiência 

embriogênica nos três clones avaliados, comparamos as atividades enzimáticas em diferentes 

períodos de tempo. Aos 165 dias de cultivo, avaliamos os calos e os embriões dos clones 

CCN51 e BN34, já que CEPEC2002 não teve material suficiente para análise.   

No clone CCN51, a atividade enzimática de SOD nos calos marrons de estaminoides 

diferiu em todos os períodos de tempo avaliados, sendo maior aos 60 dias de cultivo 

embriogênico (0,799 UA mg-1MS min-1).  

No clone BN34 a atividade enzimática teve flutuações semelhantes em relação aos 

períodos de tempo avaliados, com a diferença que a maior atividade enzimática de SOD 

aconteceu aos 120 dias de cultivo (0,785 UA mg-1MS min-1). Tanto em CCN51 quanto em 

BN34 a atividade enzimática de SOD foi maior nos embriões em relação aos calos aos 165dias.  

Em CEPEC2002, a maior atividade foi aos 60 dias (0,799 UA mg-1MS min-1) e a menor 

aos 120 dias (0,77 UA mg-1MS min-1), sendo que não houve calos e embriões para avaliação 

aos 165 dias de cultivo embriogênico.  
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Figura 14: Atividade enzimática de superóxido dismutase (SOD) em estaminoides marrons 

dos clones CCN51, BN34 e CEPEC2002 em diferentes dias de cultivo embriogênico. Valores 

médios de três repetições (± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

comparadas as médias entre os tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade 

ou homogeneidade dos dados. Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-

quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre 

si (p ≤0,05). 

 

A atividade enzimática de GPX em calos marrons de estaminoidese e nos embriões 

divergiu bastante no decorrer do tempo entre os clones. Nos clones CCN51e BN34 a atividade 

reduziu bastante aos 105 dias, se assemelhando ao comportamento de SOD. Por outro lado, em 

CEPEC2002 a maior atividade enzimática de GPX ocorreu aos 105 dias (0,002 UA mg-1MS 

min-1), não havendo diferença nos demais tempos.  

 

 

  
Figura 15: Atividade enzimática de peroxidase do guaiacol (GPX) em estaminoides marrons 

dos clones CCN51, BN34 e CEPEC2002 em diferentes dias de cultivo embriogênico. Valores 

médios de três repetições (± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

comparadas as médias entre os tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade 
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ou homogeneidade dos dados. Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-

quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre 

si (p ≤0,05). 

 

A atividade enzimática de APX no clone CCN51, reduziu aos 105 dias (0,004 UA mg-

1MS min-1) voltando a aumentar progressivamente, sendo que sua maior atividade em embriões 

aos 165 dias (0,026 UA mg-1MS min-1). No clone BN34 houve grande variação da atividade 

enzimática, sendo que esta foi maior aos 165dias nos calos (0,009 UA mg-1MS min-1). Em 

CEPEC2002 a maior de APX foi aos 105 dias de cultivo (0,007 UA mg-1MS min-1). 

  
Figura 16: Atividade enzimática de ascorbato peroxidase (APX) em estaminoides marrons dos 

clones CCN51, BN34 e CEPEC2002 em diferentes dias de cultivo embriogênico. Valores 

médios de três repetições (± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

comparadas as médias entre os tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade 

ou homogeneidade dos dados. Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-

quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre 

si (p ≤0,05). 

 

A catalase (CAT) não apresentou diferença na atividade enzimática em estaminoides 

marrons dos clones CCN51, BN34 e CEPEC2002diferentes tempos avaliados.  
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Figura 17: Atividade enzimática de catalase (CAT) em estaminoides marrons dos clones 

CCN51, BN34 e CEPEC2002 em diferentes dias de cultivo embriogênico. Valores médios de 

três repetições (± EP) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparadas as 

médias entre os tratamentos usando o teste Tukey se apresentassem normalidade ou 

homogeneidade dos dados. Em caso de dados não paramétricos, foi usado o teste de qui-

quadrado de Kruskal Walls. Médias seguidas das mesmas letras minúsculas, não diferem entre 

si (p ≤0,05). 

 

 

 

Discussão 

 

De acordo com Grene (2002), a capacidade de responder às alterações do ambiente é 

uma das mais importantes funções das células vegetais. Portanto, é um dos grandes objetivos 

da biologia das plantas a compreensão das conexões entre as respostas iniciais aos variados 

tipos de estresses, os quais a conferem sucesso no ajuste às condições alteradas de crescimento.  

As plantas, quando expostas a condições estressantes como seca, baixa temperatura, alta 

salinidade, alta intensidade de luz ou cultura in vitro podem produzir espécies reativas de 

oxigênio em excesso, fenômeno conhecido como estresse oxidativo (Konieczny et al. 2008).  

A superprodução ou acúmulo de EROs pode causar danos nas células (Cassells e Curry 

2001) e para evitar que isso ocorra, as células vegetais possuem sistemas bem desenvolvidos 

de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT, POD, APX que regulam o nível de EROs e 

reduzem o dano oxidativo (Dat et al. 2000; Mittler 2002).  

No que se refere ao cultivo embriogênico, segundo Blazquez et al. (2009), um certo 

nível de estresse oxidativo é requerido para promover a formação de células embriogênicas e 

desencadear uma rota morfogênica específica. O crescimento de células e calos em ritmo 

acelerado gera uma maior concentração de radicais livres estimulando a síntese de enzimas 

antioxidantes para a desintoxicação e o fornecimento de moléculas para biossíntese celular 

(Nunes 2015). 

Assim, a resposta antioxidante concomitante ao crescimento, desenvolvimento e 

diferenciação celular sugere uma ligação entre a produção de EROs e os processos 

morfogenéticos das plantas (Prudente et al. 2020).   
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Depreende-se que a avaliação da atividade enzimática neste estudo mostrou que houve 

diferenças entre os grupos, tanto na embriogênese primária (60, 105 e 120 dias de cultivo) 

quanto na secundária (165 e 225 dias de cultivo embriogênico).  

No nosso estudo, o clone CCN51 apresentou maiores atividades das enzimas 

antioxidantes, comparado aos demais clones, o que pode ter relação com a boa reprodutibilidade 

desse clone no cultivo in vitro, mostrada por Ramírez et al. (2018) e Garcia et al. (2016). Em 

estudo recente da embriogênese somática de cultivares de alto rendimento de Theobroma cacao 

L., Jones et al. (2020) observou que o clone CCN51 teve uma boa eficiência, formando mais de 

10 embriões por explante.  

O clone CEPEC 2002 e BN34 carecem de estudos relacionados à eficiência 

embriogênica. No entanto, estudo recente do nosso grupo de pesquisa mostrou uma eficiência 

dos estaminoides na formação de calos, semelhante ao clone CCN51 (Rabelo, 2019). 

Com relação ao explante utilizado foi observada, de maneira geral, uma maior atividade 

enzimática nos estaminoides, destacando maior atividade de SOD, GPX e APX nos 

estaminoides marrons nas primeiras etapas do cultivo in vitro. Esse comportamento pode estar 

relacionado à maior eficiência embriogênica dos estaminoides marrons para a formação de 

embriões, conforme relatado por Tan et al. (2003), Traore et al. (2006) e mais recentemente por 

Jones et al. (2020).   

Segundo Garcia et al. (2016) durante a embriogênese somática de pétalas e estaminoides 

de Theobroma cacao L., uma maior proporção de calo marrom pode explicar maior geração de 

embriões somáticos, possivelmente devido a maiores populações de células competentes. A 

saber, o calo marrom caracteriza-se pela presença de compostos fenólicos oxidados que cobrem 

toda a superfície do explante, enquanto o calo branco tem aparência compacta e uniforme e não 

produz embriões. 

Em síntese, durante a embriogênese primária, a atividade enzimática de SOD e GPX 

diferiu entre os grupos em todos os períodos de cultivo embriogênico avaliados, a de APX 

diferiu somente aos 60 dias e a de CAT não mostrou diferença em nenhum período.  

Na embriogênese somática secundária, a atividade enzimática de SOD diferiu entre os 

grupos aos 225 dias. A atividade de GPX mostrou diferença entre os grupos aos 165 e 225 dias 

e a atividade de APX diferiu aos 165 dias de cultivo entre calos e embriões existentes no meio 

de cultura nesses períodos.  

A atividade de SOD é a primeira linha de defesa contra as EROs e catalisa a dismutação 

de dois radicais superóxido (O2•-), gerando peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2) 

(Mittler 2002). Estudos realizados por Isah e Mujib (2012) revelaram que a diferenciação de 

calos em embriões somáticos parece ter relação com a alta atividade de SOD associada com a 

indução de sinal para a aquisição de competência embriogênica.  

O peróxido de hidrogênio é gerado via SOD durante o transporte de elétrons e pode 

funcionar como um componente da complexa cadeia de transdução de sinal necessária para 

regular a embriogênese somática (Van Breusegem et al. 2001; Neill et al. 2002). Durante o 

estresse oxidativo, embora a progressão do ciclo celular esteja sob controle negativo de EROs, 

a adição de H2O2 ao meio pode favorecer a divisão celular durante a ES (Vranova 2002).  

O peróxido de hidrogênio pode atuar como mensageiro secundário, amplificando a 

sinalização intracelular para a ativação do ciclo celular, induzindo a expressão genética e a 

síntese de proteínas necessárias para regular rotas morfogenéticas e produzir a embriogênese 

somática (Zhang et al. 2015).  Kairong et al. (2002) mostraram a mudança na atividade das 

enzimas antioxidantes e o efeito do tratamento com H2O2 na frequência embriogênica em 

Lycium barbarum L. 

Além disso, o peróxido de hidrogênio é responsável por diversos processos metabólicos 

dentro da célula: produção de radicais livres, lignificação e produção de compostos fenólicos, 
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além de gatilho para respostas de resistência sistêmica adquirida (SAR), relacionada a múltiplas 

reações de defesa das plantas (Resende et al. 2003).  

No nosso estudo, a análise da atividade enzimática de SOD em calos marrons de 

estaminoides mostrou uma variação em diferentes fases da embriogênese somática, sendo que 

no clone CCN51 foi maior em calos aos 60 dias de cultivo comparado aos embriões. Resultado 

semelhante ao estudo de Blázquez (2009) durante a ES em Crocus sativus L., o qual detectou 

um aumento significativo da SOD durante a formação de calos, seguido por progressivo 

decréscimo durante os estágios de desenvolvimento dos embriões somáticos. Da mesma forma, 

a atividade da superóxido dismutase em Lycium barbarum L. aumentou gradualmente nos 

primeiros dias de cultivo, diminuindo com as divisões adicionais e o desenvolvimento de 

embriões multicelulares (Cui et al. 1999). Isso mostra a importância de SOD no controle das 

EROS nos calos para que eles possam se diferenciar em embriões.  

A atividade enzimática de APX aos 60 dias de cultivo também foi alta nos calos marrons 

de estaminoides de CCN51. Houve uma redução aos 105 dias voltando a aumentar 

progressivamente, sendo que sua maior atividade em embriões aos 165 dias, mostrando que ela 

pode estar relacionada com a diferenciação de calos em embriões e ainda com a formação de 

plântulas, já que estas enzimas aumentam suas atividades nos embriões.  

A maior atividade enzimática de APX e SOD, verificada na maior parte dos embriões 

somáticos no nosso trabalho, sugere que embriões em desenvolvimento podem gerar 

quantidades significativas de EROs, necessitando controle rígido por mecanismos 

antioxidantes. 

A APX é uma heme-proteína, da Classe I da superfamília das peroxidases, com 

diferentes formas isoenzimáticas reguladas de maneiras distintas. Suas isoformas podem ser 

encontradas em citosol, mitocôndrias, peroxissomos, cloroplastos e parede celular (Dabrowska 

et al. 2007).  

A APX juntamente com a CAT é uma importante enzima na desintoxicação do H2O2. 

Nos cloroplastos e mitocôndrias, a APX atua no ciclo ascorbato-glutationa, no qual o H2O2 

formado pela ação da SOD é reduzido a água pela APX, utilizando o ascorbato como doador 

de elétrons (Mittler 2002; Locato et al. 2010).  

O ciclo ascorbato glutationa parece desempenhar um papel central na embriogênese e 

crescimento celular, pois está relacionado com o controle da progressão do ciclo celular (De 

Tullio e Arrigoni, 1999), modulando a expressão de genes envolvidos em vias de sinalização 

hormonal (Pastori et al., 2003). 

A remoção de H2O2 por peroxidases requer uma pequena molécula redutora (ou 

proteínas como o citocromo C ou tioredoxina) para agir como um co-fator de regeneração 

(Mhamdi et al. 2012). A APX tem alta afinidade com o H2O2, permitindo a eliminação dele em 

baixas concentrações (Locato et al. 2010; Sharma et al. 2012).   

Em estudo realizado por Jariteh et al. (2011) durante a embriogênese somática 

secundária em Juglans regia L., a avaliação da atividade enzimática em calos marrom-escuros 

mostrou que CAT e APX tiveram as atividades mais altas enquanto a atividade de SOD mostrou 

níveis mais baixos, de maneira diferente do nosso estudo que verificou níveis mais altos de 

SOD. Essa diferença pode estar relacionada ao comportamento de distintas espécies e explantes 

estudados, além da influência do meio de cultura utilizado. 

A atividade de GPX foi menor em pétalas e estaminoides do clone CEPEC2002 aos 60 

dias, aumentando posteriormente aos 105 e 120 dias. O clone CEPEC2002 apresentou menor 

formação de calos e embriões no nosso estudo, o que pode estar relacionado ao atraso na 

elevação da atividade enzimática de GPX e APX comparada aos demais clones. As enzimas 

peroxidase e polifenol oxidase participam do metabolismo das auxinas, ácido cumarico e outros 

compostos fenólicos que são importantes na embriogênese vegetal (Duchovskis et al. 2009).  
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O clone CEPEC2002 destaca-se por apresentar baixa atividade enzimática de maneira 

geral e retardo na elevação de GPX e APX que aumenta aos 105 dias enquanto que em CCN51 

e BN34 é alta já aos 60 dias de cultivo. Esse fato pode estar relacionado a menor eficiência 

embriogênica na formação de calos e embriões comparado aos demais clones. Além disso, 

podemos observar que o clone CEPEC2002 não possuiu material embriogênico suficiente para 

ser analisado na embriogênese somática secundária.  

No nosso estudo, a atividade enzimática da catalase não diferiu entre os grupos em 

nenhum momento da embriogênese somática, ou seja, apresentou os mesmos níveis de 

atividade em calos e embriões. A atividade de CAT também foi considerada muito baixa em 

todas as amostras e tratamentos estudados. A baixa atividade enzimática da catalase também 

foi visualizada por Cui et al. (1999) na embriogênse de Lycium barbarum L. e por Gupta e Datta 

(2004) ao avaliar o cultivo in vitro de Gladioulus hybridus aplicando antioxidantes. 

A CAT é uma das principais enzimas na eliminação do H2O2 gerado durante a 

fotorrespiração e a β-oxidação dos ácidos graxos. Ela converte duas moléculas de H2O2 a H2O 

e O2 e atua nos peroxissomos e glioxissomos, podendo também ser encontrada nas 

mitocôndrias. A CAT atua sem agente redutor (Sharma et al. 2012), sendo efetiva, 

principalmente, em concentrações relativamente altas de H2O2, por isso é considerada 

indispensável para a desintoxicação de EROs em condições de estresse severo (Dubey 2011). 

No entanto, em baixas concentrações de H2O2, a atuação da catalase nos peroxissomos não 

parece ser tão eficiente para a degradação deste, visto que o peróxido de hidrogênio já foi 

reduzido no ciclo ascorbato-glutationa (Arora et al. 2002), o que pode justificar a baixa 

atividade da CAT observada nesse estudo.  

Sendo assim, um número crescente de publicações associa EROs com a indução da ES, 

sugerindo que a indução do estresse em explantes cultivados in vitro pode desencadear 

diferenciação celular, levando à embriogênese (Correa-Aragunde 2006; Martin et al. 2018). 

De acordo com Gupta e Datta (2003), o estresse oxidativo está inevitavelmente presente 

no desenvolvimento do embrião somático como uma diferenciação celular particular. As 

diferentes atividades que ocorreram nas enzimas antioxidantes foram consideradas como 

marcadores para os estágios da embrigênese somática e, ao mesmo tempo, fundamental para 

rastrear o estresse oxidativo em várias espécies vegetais (Blazquez et al. 2009). Através dos 

perfis de atividades das enzimas antioxidativas, a iniciação e o desenvolvimento de embriões 

somáticos podem ser monitorados e modulados bioquimicamente (Minyaka et al. 2017). 

Dessa forma, os resultados do nosso trabalho indicaram que as atividades de SOD, GPX 

e APX cooperam para ajustar a diferenciação e o desenvolvimento de embriões somáticos em 

clones de Teobroma cacao L. As diferentes respostas nas atividades enzimáticas nos diferentes 

clones e explantes provavelmente refletem as influências da variação genética (BISPO et al., 

2007), e de compostos produzidos endogenamente que influenciam a embriogênese somática 

como por exemplo a auxina relacionadas ao fototropismo, ao geotropismo, à dominância apical 

e à iniciação e alongação radicular (CASTRO et al. 2005).  

No futuro, os estudos em genômica, proteômica e metabolômica poderão ajudar a 

compreender as redes bioquímicas envolvidas nas respostas celulares ao estresse oxidativo, 

possibilitando uma visão mais extensa da função das EROs em todos os aspectos do 

crescimento e desenvolvimento das plantas (Barbosa et al. 2014), gerando um impacto 

significativo na agricultura e biotecnologia, levando ao desenvolvimento de safras com maiores 

rendimentos (Mittler et al. 2011).  

  

 

 

 

 



44 

 

Conclusão 

 

A avaliação da atividade enzimática dos explantes em diferentes fases do cultivo pode 

ajudar na melhoria da embriogênese somática de espécies recalcitrantes como o Theobroma 

cacao L.. 

Através das análises realizadas no estudo aqui destacado foi possível verificar SOD, 

APX e GPX como marcadores bioquímicos específicos em diferentes estágios do 

desenvolvimento embriogênico em 3 clones de elite do cacau.  

Assim sendo, estudos futuros com o uso de antioxidantes podem melhorar a resposta 

embriogênica e ajudar na elaboração de novos protocolos. 
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CAPÍTULO 3 – ARTIGO 2 

DETERMINAÇÃO DE PROTOCOLO PARA VISUALIZAÇÃO DE CROMOSSOMOS EM CLONES 

DE Theobroma Cacao L. CULTIVADOS IN VITRO E EX VITRO 

Glecia Leolina de Souza Meira1, Beatriz Oliveira Rabelo2, Matheus Dias Santos3, Crislene Viana da Silva4, 

Bárbara Dantas Fontes Soares 5  

 

Resumo:  O cultivo do Theobroma cacao L. é importante para a subsistência de mais de 40 milhões de pessoas 

em todo o mundo, pois seu fruto fornece a matéria-prima para a multibilionária indústria do chocolate, além de ser 

usado nas indústrias farmacêutica e cosmética. O déficit de produção em decorrência de fatores como estiagens, 

queda nos preços e o avanço da “vassoura-de-bruxa” mostra a necessidade de desenvolvimento de um método de 

propagação eficiente para acelerar os programas de melhoramento e evitar interrupções de produção no futuro. A 

técnica de embriogênese somática (ES) permite a propagação em larga escala de clones comerciais de cacau. No 

entanto, a ES altera o ciclo celular do material e faz uma reprogramação genética, podendo promover variações 

somaclonais. Assim, o uso da citogenética torna-se uma ferramenta útil para validar a eficiência do processo 

embriogênico ou identificar possíveis alterações genéticas. O objetivo desse trabalho foi obter cromossomos dos 

clones de elite BN34, CEPEC2002 e CCN51 visando avaliar o número de cromossomos de raízes obtidas durante 

o cultivo “in vitro” e compará-lo ao das raízes obtidas “ex vitro” oriundas das plantas não embriogênicas cultivadas 

por estaquia ou enxertia e das raízes originadas da germinação de sementes. Realizou-se a adaptação de um 

protocolo prévio para a obtenção de cromossomos. Os resultados encontrados não mostraram diferença no número 

de cromossomos no material embriogênico quando esse foi obtido nas primeiras repicagens no meio de 

desenvolvimento embrionário (ED). Conclui-se que não houve alteração no número de cromossomos, na 

reprodução “in vitro”, via embriogênese somática indireta. São necessários novos estudos para melhor observação 

dos cromossomos.  

Palavra-chave: Citogenética, Theobroma cacao L., Embriogênese 
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INTRODUÇÃO 

Theobroma cacao L. é uma planta tropical, alógama, perene, cultivada principalmente em países 

subdesenvolvidos, em regiões próximas à linha do Equador. Do fruto do cacaueiro, utilizam-se principalmente as 

sementes, que depois de fermentadas e secas, são moídas e transformadas em manteiga, chocolate e cosméticos 

(Almeida, 2001).  

O Brasil já foi o maior exportador de cacau e, hoje, ocupa a sétima posição na produção mundial. Na 

década de 1980, a produção chegou ao recorde nacional, atingindo 458,7 mil toneladas, já nos anos 2000, a 

produção regrediu a um patamar abaixo de 200 mil toneladas e, desde então, vem oscilando até atingir a média 

atual de 250 mil toneladas por ano (Brasil, 2020). 

O Theobroma cacau L. é uma espécie arbórea eudicotiledônea e diploide (2n=20) (Figueira et al., 1992), 

com genoma relativamente pequeno, organizado em dez pares de cromossomos (Da Silva et al., 2017). A espécie 

apresenta autoincompatibilidade gametofítica e esporofítica. A autoincompatibilidade (AI) tem sido definida como 

a incapacidade de uma planta fértil hermafrodita produzir zigotos após a autopolinização (Quinga, 2013), sendo 

considerada um mecanismo fisiológico com base genética que favorece a alogamia, promovendo, dessa forma, a 

manutenção da variabilidade genética (Schifino e Dall’agnol, 2002). 

O cacaueiro é definido ainda como uma espécie que apresenta sementes recalcitrantes, ou seja, sofrem 

desidratação pouco tempo após a maturidade fisiológica e danos físicos decorrentes da dessecação (Timms; 

Stewart, 1999), não resistindo à secagem e armazenamento. Portanto, a propagação de Theobroma cacao L. pelo 

plantio das sementes torna-se limitada (Boutchouang, 2016). 

Dessa forma, a biotecnologia busca alternativas para a propagação assexuada de clones com 

características fenotípicas desejadas de resistência a pragas e produtividade, destacando a reprodução do cacau via 

embriogênese somática. 

Ressalta-se que a embriogênese somática é uma técnica de reprodução assexuada que, de acordo com 

Brasil (2018), permite a propagação em larga escala, com rendimento de hastes por matriz da embriogênese duas 

a três vezes superior a matrizes no campo.  Nesse sentido, a embriogênese somática, por proporcionar rápida 

multiplicação vegetal, passou a ser aplicada como técnica de pesquisa e interesse industrial (Pinto, Silva e Loureiro, 

2011). 

No entanto, apesar das vantagens da embriogênese somática, alguns estudos referem que nas técnicas de 

cultura de tecidos existe um risco de ocorrer variações genéticas nas células ou nas plantas, conhecidas como 

variações somaclonais (George, 2007; Clarindo et al. 2008; Jin et al. 2008; Rival et al., 2009; Francischini, 2013).  

O risco de variações genéticas é geralmente maior quando as plantas originam-se por embriogênese 

somática indireta que se deve ao longo período da fase de calogênese (Bairu et al., 2010). As variações somaclonais 

são causadas por diversos mecanismos como variações cromossômicas, a ativação de transposons, mutações em 

um único gene, metilações do DNA, a poliploidia e as mutações nucleares e citoplasmáticas (Srisawat et al., 2005; 

Rival et al., 2009). 
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Assim, a avaliação da estabilidade genética de plantas obtidas por cultura de tecidos é importante para 

verificar a fidelidade das plantas regeneradas às características da planta matriz (Freitas, 2014). De acordo com 

Souza e colaboradores (1992), a citogenética contribui com um grande número de informações, como número 

cromossômico, número de ploidia e o comportamento dos cromossomos na meiose e mitose, auxiliando na 

caracterização cromossômica de diversas espécies e contribuindo para a viabilidade de programas de 

melhoramento genético. 

Diante dos aspectos supramencionados, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de 

citogenética eficiente para contagem de cromossomos em clones de Theobroma cacao L. e observar possíveis 

variações no cultivo in vitro via embriogênese somática indireta.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

LOCALIZAÇÃO DO EXPERIMENTO 

Os estudos foram conduzidos no Laboratório de Citogenética da Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia (UESB), Vitória da Conquista, Bahia, Brasil.  O material vegetal foi fornecido pela Comissão Executiva do 

Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC). 

AMOSTRAS 

As amostras de raízes foram obtidas “ex vitro” 1) oriundas das mudas dos clones não embriogênicos 

cultivados por estaquia plantadas em vermiculita e 2) originadas da germinação de sementes dos clones de cacau 

em estudo. As amostras de raízes “in vitro” foram oriundas de raízes das plântulas obtidas na embriogênese 

somática realizada de acordo com protocolo de Maximova et al (2005).    

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA  

A embriogênese somática foi realizada no laboratório de Biotecnologia do Centro de Pesquisas do Cacau 

(CEPEC) da Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), Itabuna- Ba. O material vegetal e 

os insumos da pesquisa foram fornecidos por esta instituição. O protocolo de embriogênese somática utilizado foi 

desenvolvido por Maximova et al. (2005) com algumas modificações. Esse protocolo é dividido em: Indução de 

calo primário (ICP), crescimento de calo secundário (ICS) e desenvolvimento de embriões (ED). 

Foram coletados botões florais de três genótipos de cacau (CCN51, CEPEC2002 e BN34) no período 

matutino até às 9h da manhã. Assim que chegavam ao laboratório, os botões foram desinfetados com hipoclorito 

de cálcio a 2% por 20 minutos, diferente do protocolo original que usou hipoclorito de sódio e, logo após, lavados 

três vezes com água autoclavada. Os botões florais foram cortados com bisturi número 11 para Extração dos 

explantes (pétalas e estaminoides), os quais foram inoculados separadamente em placas de Petri de tamanho médio, 

totalizando 20 explantes por placa, garantindo um bom contato com o meio de indução de calo primário (ICP). A 

formação de calos foi avaliada no sétimo e décimo quarto dias nesse meio de cultura, quando foram transferidos 

para o meio de indução de calo secundário (ICS). Os calos foram avaliados morfologicamente em dois tipos: a) 

brancos e compactos: agrupamentos de células alongadas e brancas que geralmente não formam embriões; e b) 
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marrom e friável: consiste em células redondas, variando entre marrom claro a marrom escuro, frequentemente 

encontrados em associação com embriões somáticos. (Maximova et al. 2002; Scotton, 2012). 

Após 14 dias em meio ICS, os calos foram transferidos para o meio de desenvolvimento de embrião (ED), 

e observados quanto à formação de embriões. A cada 14 dias os calos foram subcultivados em meio ED.  

Para a indução da embriogênese somática secundária foram selecionados embriões primários maturados 

com cotilédones desenvolvidos. Os cotilédones foram cortados com um bisturi em peças de aproximadamente 4 

mm2 e inoculado em meio ICS por 14 dias para formação de calos, em seguida, os calos embriogênicos foram 

transferidos para o meio ED para a formação de embriões secundários. Os embriões foram transferidos para o 

meio PEC para formação de plântulas.  

Tabela 1. Composição dos meios de cultura utilizados na embriogênese somática 

ICP Composto pelos sais DKW (DRIVER & KUNIYUKI, 1984). 

Suplementado com glicose (20g/L), 2,4- D (2ml/L), TDZ (20𝞵l /L), 

vitamina DKW (1ml/L), glutamina (20g/L), myoinositol (100mg/L) e 

Phytagel® (2g/L). 

 

ICS Composto por Mc Cowns Salts (2,3g/L), suplementado com glicose 

(20gL), 2,4-D (2ml/L), vitamina B5 (1ml/L), BAP (50𝞵l /L) e Phytagel® 

(2,2 g/L). 

 

ED Composto pelos sais DKW (DRIVER & KUNIYUKI, 1984), 

suplementado com sacarose (30g/L), vitamina DKW (1ml/L), glicose 

(2g/L), Phytagel® (2g/L) e isento de fitorreguladores. 

 

 
 

TÉCNICA PARA OBTENÇÃO DE CROMOSSOMOS 

O protocolo utilizado para obtenção de cromossomos foi uma adaptação do protocolo utilizado no 

laboratório onde a técnica foi realizada. As doses e tempos de tratamento de cada reagente foram observados e 

selecionados aqueles que forneceram melhor resultado para as amostras vegetais dos clones de Theobroma cacao 

L.  

As pontas de raízes foram lavadas em água autoclavada e colocadas no antimitótico 8-hidroxiquinolina 2 

mM em tempos de exposição, que variaram de 2 a 24 horas de duração em temperatura ambiente. Posteriormente 

foram retiradas e fixadas em fixador carnoy (álcool etílico - ácido acético (3:1) com 3 trocas a intervalos de 15 

min cada e mantidas em refrigeração por 24h. Depois da fixação, os materiais foram transferidos para álcool etílico 

P.A 70% e refrigerados até o uso.  

Para obtenção dos cromossomos, as amostras passaram por três lavagens de 10 minutos em água destilada. 

Parte do material foi colocado em contato com a enzima Pectinase SIGMA® 35ºC em banho maria por 3 horas 

para testar a efetividade dela como ferramenta de rompimento de parede celular. 

 Após isso, foi testado o tempo de exposição ideal ao HCl 1N a 60ºC, para a realização da hidrólise, 

variando de 10 a 50 minutos. No fim dessa etapa, o material foi transferido para água gelada para interromper a 

hidrólise ácida.  
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O material foi corado em orceína acética a 2% aquecida por 1 min e permanecendo no tempo variando de 

20 a 50min em temperatura ambiente. Após a coloração o material foi colocado sobre uma lâmina com uma gota 

de ácido acético 45%, foi então feito um corte próximo da região meristemática e essa foi então triturada com a 

ponta do bisturi e sobre o material foi colocado uma lamínula e pressionada sobre a amostra.  

A lâmina identificada foi levada ao microscópio na objetiva de 40x para verificar a eficiência da técnica 

e depois colocada no congelador por 24h a fim de promover a aderência do material à lâmina durante remoção da 

lamínula.  O material foi transformado em permanente com a fixação de uma nova lamínula sobre a lâmina com 

uma gota de bálsamo do Canadá e seca em local livre de poeira até o uso.   

Assim sendo, foram selecionadas as lâminas que apresentaram melhor distribuição de cromossomos e 

então levadas para o Microscópio fotônico Leica DMI 300B e as imagens capturadas por meio do Pacote de 

Aplicação Leica tiveram a verificação dos números de cromossomos realizada com o programa ImageJ. 

Avaliaram-se três lâminas e dez células de cada material. 

 

RESULTADOS  

DETERMINAÇÃO DE PROTOCOLO PARA OBTENÇÃO DE CROMOSSOMOS DE THEOBROMA CACAO 

L. 

 

O protocolo utilizado no presente trabalho foi desenvolvido para Amburana cearenses e modificado para 

Theobroma cacao L. até a visualização de resposta. O estudo realizado observou melhor resultado com o tempo 

de contato do antimitótico 8-hidroxiquinolina 0,002M de quatro horas em temperatura ambiente.  

O tempo de HCl 1N a 60ºC mais apropriado para hidrólise das células, possibilitando um amolecimento 

adequado das pontas das raízes e um esmagamento mais uniforme das próprias foi de 30 minutos.  

O material não respondeu bem à utilização de enzima pectinase como ferramenta de rompimento de 

parede celular, ele apresenta-se constrito, não respondendo posteriormente à utilização de HCl e não sendo possível 

a observação de células. 

Com relação ao tempo de coloração em orceína acética 2%, o tempo de melhor resposta foi de 4h e 30 

minutos.  

OBTENÇÃO DE CROMOSSOMOS 

A morfologia dos cromossomos tanto das raízes de plantas não embriogênicas (cultivadas em vermiculita 

ou obtidas da germinação de sementes) quanto das raízes de calos embriogênicos não apresentaram características 

visuais capazes de montar o cariograma. 

O número de cromossomos observado para os três clones, BN34, CCN51 e CEPEC 2002, estudados em 

raízes oriundas de calos e das raízes coletadas de plantas não embriogênicas (tanto das mudas quanto das 

germinadas nas sementes) foram de 2n=20 cromossomos. Durante a obtenção do número de cromossomos, 

observou-se uma pequena variação na contagem deles, mas células com 2n=20 foram maioria. 
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Ao longo do estabelecimento do protocolo, notou-se que as raízes embriogênicas que cresciam 

tardiamente ou permaneciam no meio de desenvolvimento embrionário (ED) por mais tempo, acima de 90 dias de 

cultivo embriogênico (4 repicagens no meio ED), estavam mais susceptíveis a variações no número de 

cromossomos quando comparados com as raízes novas (raízes que crescem mais rapidamente). 

DISCUSSÃO 

A recontagem de cromossomos faz-se importante mesmo em espécies com número já conhecido, devido 

à possível ocorrência de registros incorretos na literatura ou de variações interpopulacionais (Guerra, 1984).   

A citogenética e a citotaxonomia vegetal são importantes ferramentas que permitem detectar variações 

estruturais e numéricas que viabilizam o estudo evolutivo das espécies, permitindo caracterizar gêneros, espécies 

e tribos de acordo com os padrões cariotípicos. A citogenética contribui também com a caracterização dos 

germoplasmas; com o objetivo de selecionar genótipos com relação à resistência a pragas e doenças, que são 

características especialmente desejáveis à agroindústria (Guerra, 2002).  

Isso posto, o estudo de Figueiredo (2008) pontuou que apesar de toda a sua importância econômica, 

histórica e cultural, o cacaueiro não apresenta um estudo citogenético bem definido, sendo que a literatura sobre 

citogenética em Theobroma cacao L. encontrada até então era bastante antiga. 

 Diante disso, foram analisados os cariótipos de 5 clones de T. cacao L. (‘Cacau Rui’, ‘Cacau Pucala’, 

‘Cacau Jaca’, ‘Cacau Sem Vidro’e Cacau Comum’) através de pontas de raízes obtidas de estacas de ramos 

plagiotrópicos enraizados. As lâminas do Cacau Comum foram coradas com Giemsa a 2% durante 10 minutos, 

enquanto as lâminas dos mutantes espontâneos foram coradas com Giemsa a 2% durante 5 minutos ou até que 

obtivessem coloração adequada para visualização dos cromossomos. O número cromossômico observado foi 

2n=20 para todos os clones, no entanto, o conteúdo de DNA variou consideravelmente entre os indivíduos 

estudados (Figueiredo, 2008).  

No presente trabalho, tanto as pontas de raízes de calos embriogênicos quanto as de raízes de estaquia ou 

da germinação de sementes foram coradas em orceína 2%, sendo o melhor tempo de visualização de cromossomos 

de 4h e 30 minutos para todas as raízes. 

A Giemsa e a orceína são corantes não fluorescentes utilizados em estudos avançados na citogenética 

clássica e molecular. O emprego e a escolha dos diferentes corantes é de extrema importância, uma vez que 

permitem corar regiões distintas das células, bem como diferentes grupos celulares para posterior identificação no 

microscópio (Brammer, 2015). 

A orceína é um corante alimentar natural, com número de registro EE121 (código referente a suplementos 

alimentícios com uso na União Europeia) e 1400-62-0 no Chemical Abstracts Service (CAS) (Brammer, 2015). 

Possui propriedades básicas e apresenta-se homocromática, produzindo uma tintura vermelho-violáceo e é usado 

para fixar e colorir os cromossomos, podendo assim estudar seu número, forma e deformidades (Troconís, 2000). 

Assim, é usada geralmente associada ao ácido acético e, nessa combinação, possui ampla aplicação como contraste 

em microscopia como base para indicadores químicos e bioquímicos. Essa solução, por apresentar um baixo pH, 
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torna mais específica a coloração, tendo em vista que os ácidos nucleicos são as biomoléculas com o menor ponto 

isoelétrico da célula (Coutinho, 2008). 

A coloração de Giemsa é comumente usada em citogenética vegetal, mais precisamente na identificação 

de bandas G (campo claro) para observação de cromossomos em metáfase, possibilitando a análise de repetições 

e genes não funcionais. O uso de Giemsa no nosso estudo não mostrou efeitos para os clones avaliados.  

Com relação à análise cromossômica do material embriogênico, de acordo com Jain (2001) é de extrema 

relevância os estudos de citogenética do material que se encontra em cultura de tecido, já que essa técnica está 

relacionada com a quebra do controle do ciclo celular para que a célula possa se desdiferenciar através da ação de 

fitorreguladores.  

As culturas embriogênicas de algumas espécies e/ou genótipos podem ser subcultivadas por um longo 

período, mantendo o seu potencial embriogênico, porém o cultivo prolongado aumenta a ocorrência de variação 

somaclonal (Von Arnold et al., 2002). Além disso, a idade do explante e a quantidade de repicagem também são 

fatores que devem ser levados em consideração já que quanto mais jovem for o material menor será a probabilidade 

de acontecer alguma alteração genética e que, quanto maior a quantidade de repicagem que o material passou, 

maior a probabilidade de variações (Casarin, 2016). 

De acordo com Jain (2001), Bennici et al. (2004), Alan et al. (2007) a composição física e/ou química do 

meio de cultivo e o genótipo da espécie também influenciam a extensão dessa instabilidade genética. O fato da 

célula ter que sobreviver e adaptar-se ao meio de cultura pode ocasionar modificações no genoma e alterações 

fenotípicas na anatomia, fisiologia e metabolismo (Zhang et al., 2009; Phillips et al., 1994). Entre as possíveis 

variações genéticas e/ou epigenéticas, as alterações de ploidia são as mais comuns em culturas de tecidos (Phillips 

et al., 1994). 

Em relação às técnicas aplicadas na cultura de tecido, a etapa de formação de calo tem maior probabilidade 

de desenvolvimento de variação somaclonal (Karp, 1994; Bertin & Bouharmont, 1997; Skirvin et al., 2000; Alan 

et al., 2007; Smýkal et al., 2007), caracterizada por uma variação fenotípica de origem genética, ou seja, uma 

variação cromossômica que pode se tornar herdável nas gerações seguintes, ou epigenética, que é uma variação 

transitória devido ao estresse fisiológico que o material sofre quando submetido ao cultivo in vitro (Bairu et al., 

2011). 

O número de cromossomos 2n = 20 encontrado em raízes embriogênicas foi igual ao das raízes não 

embriogênicas avaliadas neste trabalho. Esse resultado confirma o número de cromossomos da espécie Theobroma 

cacao L. conforme descrito por Figueiredo (2008) e Pavese & Karsburg (2009).  

No nosso estudo, variações relacionadas ao número de cromossomos não foram observadas em raízes 

embriogênicas que cresceram nas primeiras repicagens do meio ED quando comparadas às raízes obtidas de 

plantas e de sementes não embriogênicas. Dessa forma, pode-se inferir que o protocolo de embriogênese somática 

utilizado com o uso de reguladores de crescimento e o processo de transferências do material de meios de cultura 

não alteraram o número de cromossomos após a indução da divisão celular.    
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Entretanto, não é possível afirmar que repicagens contínuas não sejam capazes de promover alterações 

no número de cromossomos, já que as raízes que cresceram mais tardiamente ou que eram repicadas por um tempo 

maior no meio de cultura apresentaram algumas variações no número de cromossomos.  

 

CONCLUSÕES 

Foi possível estabelecer um protocolo para obtenção de cromossomos somáticos dos clones de elite 

BN34, CEPEC2002 e CCN51 e compará-lo ao das raízes obtidas “ex vitro”, oriundas das plantas não 

embriogênicas cultivadas por estaquia ou enxertia e das raízes originadas da germinação de sementes.  

Diante dos resultados encontrados foi possível confirmar o número cromossômico da espécie tanto no 

material de origem “in vitro” como no “ex vitro” de 2n=20 cromossomos.  

A técnica de embriogênese somática via indireta apresenta-se como sendo segura para ser utilizada, desde 

que não ocorra sucessivas repicagens do material quando disploidias foram encontradas. 

Dessa forma, é necessário que se aperfeiçoe o protocolo da citogenética a fim de se fazer análises mais 

aprofundadas, verificando o cariograma e a quantidade de DNA do material embriogênico, já que a embriogênese 

somática é uma técnica nova e ainda há muito para se descobrir.  
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