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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo estabelecer o protocolo para a obtengdo de plantulas a
partir da cultura in vitro de embrides zigoticos de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Schum.).
Os embrides zigoticos foram excisados, sob condi¢des assépticas, de sementes obtidas de frutos maduros,
e inoculados em dois substratos: agar e vermiculita, na auséncia e presenga de meio de cultura MS e 2
MS. O substrato agar a 0,6% promoveu maior percentagem de conversdo de embrides em plantulas
(100%) quando comparado com a vermiculita (83,33%). As plantulas em agar, na auséncia de meio de
cultura, apresentaram maior comprimento da parte aérea (13,56 cm), sendo que a adi¢8o de meio MS
ndo proporcionou aumento no crescimento da parte aérea em ambos os substratos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Cultura de Embrides, Theobroma grandiflorum, Meio de Cultura,
Substrato.

IN VITRO CULTURE OF CUPUASSU ZYGOTIC
EMBRYOS (Theobroma grandiflorum Schum.)

ABSTRACT: This work had as objective to establish protocol for the obtaining of seedlings start-
ing from the in vitro culture of cupuassu zygotic embryos (Theobroma grandiflorum Schum.). The
zygotic embryos were excised under aseptic conditions, starting from seeds of mature fruits, and
cultivated in two substrates: agar and vermiculite, in the absence and presence of MS e 2 MS
media. The substrate agar at 0,6% promoted larger percentage of conversion of embryos in seed-
lings (100%) when compared with the vermiculite (83,33%). The seedlings in agar, in the absence
of medium of culture, presented larger shoot length (13,56 cm), and the addition of MS medium
didn’t provide an increase in the shoot growth in both substrates.

INDEX TERMS: Culture of Embryos, Theobroma grandiflorum, Culture Medium, Substrate.
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1 INTRODUCAO

O cupuaguzeiro (Theobroma
grandiflorum Schum.) € uma espécie frutifera
da familia Sterculiaceae, ocorrendo,
espontaneamente, nas matas de terra firme e
varzea alta, na parte sul e leste do Para,
abrangendo as areas do médio Tapajos, rios
Xingu e Guama, alcan¢ando a pré-Amazonia
maranhense (CAVALCANTE, 1991;
VENTURIERI, 1993). Atualmente, o
cupuagu esta disseminado por toda a bacia
amazonica e¢ Norte do Maranhédo, sendo
cultivado na Bahia, Espirito Santo, Sdo Paulo
e em outras regides do pais. O maior
potencial de exploragdo da cultura é a
producio de polpa para a fabricacdo de
sorvetes, doces, geléias, néctar, licores,
compotas, doces, bolos, biscoitos, iogurte e
sucos. Das sementes pode-se obter o
chocolate e, também, extrair uma gordura
semelhante a manteiga de cacau, de alta
digestibilidade (VENTURIERI, 1993).

Plantios desuniformes associados a
falta de material genético melhorado tém
sido apontados como os principais fatores
que limitam a expansio da cultura do
cupuaguzeiro na Amazonia (SOUZA;
GUIMARAES; NUNES, 1992). Para
atender esta demanda, institui¢es de
pesquisa na regido, nos ultimos anos, tém
implementado programas de melhoramento
com énfase a selegdo de materiais com
caracteristicas de alta producéo de frutos,
rendimento de polpa e resisténcia a
vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa),
principal enfermidade da cultura.

A cultura de tecidos, em especial a
micropropaga¢do, quando integrada a um

74

programa de melhoramento, torna-se uma
técnica auxiliar muito valiosa para
clonagem, em curto prazo, de genotipos
superiores e para acelerar programas de
melhoramento genético. Dentre as técnicas
de cultura de tecidos, a cultura de embrides,
por tentar reproduzir in vitro o normal
desenvolvimento de embrides, apresenta-se
como uma ferramenta para o controle da
embriogénese, o resgate de embrides
interespecificos quando apresentam alguma
incompatibilidade, a produg@o de haploides,
a quebra de dorméncia, a producdo de
plantulas assépticas, elucidar alguns
problemas como nutri¢do do embrido no
6vulo, entre outras aplica¢des (COLLINS;
GROSSER, 1984; HU; FERREIRA, 1998).

A terminologia cultura de embrides,
segundo Rappaport citado por Hu e Ferreira
(1998), tem sido empregada para descrever
os processos de crescimento e desenvol-
vimento do embrido zigdtico in vitro,
independentemente da idade, tamanho e
estadio de desenvolvimento em que o
embrido foi excisado. A importancia da
cultura de embrides se deu devido a
descoberta de que poderiam ser cultivados
separadamente do tecido maternal e de
reserva, quando condi¢des assépticas e
nutricionais eram fornecidas (ANDREOLI,
1985). No cultivo asséptico, os embrides
transpdem facilmente a
desinfestacdo por estarem protegidos dentro
do fruto e semente. Devido a este fator, ao

fase de

alto poder regenerativo e a natureza juvenil,
embrides tém sido usados como explantes
para a propaga¢do clonal e organogénese
(HU; FERREIRA, 1998).
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Os objetivos do presente trabalho
foram avaliar o efeito de diferentes
substratos e da adi¢do de meio de cultura
na conversao in vitro de embrides zigdticos
e estabelecer um protocolo de obtengéo de
plantulas in vitro de cupuaguzeiro.

2 MATERIAL E METODOS

As atividades foram conduzidas no
Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazonia
Oriental, Belém (PA). Os embrides zigdticos
foram excisados de sementes, despolpadas
manualmente com auxilio de tesoura,
provenientes de frutos maduros de plantas
da colegéo de germoplasma de cupuaguzeiro
da Embrapa Amazonia Oriental. As
sementes foram lavadas em agua corrente e
imersas em NaClO a 2% por 24 horas. Apos
a lavagem das sementes com agua
autoclavada e destilada, procedeu-se a
excisdo dos embrides com a retirada do
tegumento sob camara de fluxo laminar.
foram

Os embrides zigdticos

submetidos ao procedimento de
desinfestacdo em camara de fluxo laminar,
com a imersdo em alcool etilico a 70 % por
um minuto e, em seguida, em solugdo de
NaClO a 2 % por 15 a 20 minutos sob
agitacdo e lavados cinco vezes em agua
destilada e autoclavada.

Foram testados como substratos o agar
e a vermiculita combinados com a auséncia
de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e com a presenga de 30 mL
de 2 MS e MS, suplementados com 1,5 e
3,0 % de sacarose, respectivamente. Apds
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a desinfestacéo, os embrides zigdticos foram
inoculados em frascos de vidro com
capacidade de 200 mL, contendo os
seguintes tratamentos: 0,6 % de agar; 0,6%
de agar + meio 2 MS; 0,6 % de agar + meio
MS; vermiculita + agua destilada;
vermiculita + meio %2 MS e vermiculita +
meio MS, totalizando seis tratamentos.

O pH dos meios de cultura foi ajustado
para 5,8 e a vermiculita foi previamente
autoclavada por 30 minutos a 120 °C. Todos
os tratamentos foram submetidos a
esterilizag¢do em autoclave a 120 °C durante
15 minutos.

As culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura variando
de 26 °C £ 2, umidade relativa do ar média
em torno de 70 % e fotoperiodo de 16 horas
de luz branca fria (52 pmol.m?2.s" de
irradiancia) oito horas de escuro.

O delineamento estatistico utilizado
foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 3 (dois substratos e trés meios
de cultura), com cinco repeti¢des. Cada
unidade experimental foi constituida de 10
frascos, contendo um embrido cada.

Aos 45 dias da inoculagéo, as variaveis
analisadas foram: a percentagem de
conversdo de embrides zigdticos em
plantulas, os pesos da massa fresca da parte
aérea (g), do sistema radicular (g) e dos
cotilédones (g) e o comprimento da parte
aérea das plantulas (cm). Como plantulas
anormais, foram consideradas as que
apresentavam o crescimento da parte aérea
e do sistema radicular atrofiado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira semana, apds a
inoculagfo, os cotilédones apresentavam-se
intumescidos e com coloragéo esverdeada.
Aos sete dias, observou-se o langamento da
radicula com rapido crescimento, e,
posteriormente, o desenvolvimento de
raizes secundarias (Figura 1A). A partir da
terceira semana ocorreu a emergéncia do
epicotilo e dos nds cotiledonares, e a
formacado do gancho epicotilar (Figura 1B).
A elongagdo do gancho epicotilar e a
formacéo do primeiro par de folhas, que se
apresentavam cobertas com pélos e com
coloracdo roxo-avermelhada, foram
verificadas a partir da quarta semana apods

a inoculagdo (Figura 1C). Aos 45 dias apos

a inoculagdo, as plantulas apresentavam o
primeiro par de folhas com limbo bem
desenvolvido e com coloragio esverdeada.
Em todos os embrides inoculados ndo houve
a formacao de plantulas anormais. As fases
descritas anteriormente concordam com as
por Venturieri (1993),
entretanto, devido a auséncia do tegumento
e as condi¢Bes ambientais controladas, o
desenvolvimento das plantulas in vitro foi
mais rapido. Resultados semelhantes foram
obtidos por Castro et al. (2001) que
observaram maior

observadas

velocidade de
germinag¢do e de crescimento e
desenvolvimento de embrides de murici
Juss)

(Byrsonima intermedia A.

desprovidos de tegumento.

R

FIGURA 1 - Desenvolvimento in vitro de embrides zigoticos de Theobroma grandiflorum. A- lancamento da radicula e
desenvolvimento de raizes secundarias; B- emergéncia do epicotilo e nds cotiledonares e formagédo do gancho
epicotilar; C- elongagdo do gancho epicotilar e emissdo do primeiro par de folhas. Embrapa Amazonia

Oriental, Belém (PA) 2000

76

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 40, p. 73-80, jul./dez. 2003



CULTURA IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE CUPUACUZEIRO (Theobroma grandiflorum Schum.)

De acordo com as analises de variancias
(Tabela 1), houve efeito significativo da
interacdo substrato x meio de cultura para o
peso da massa fresca da parte aérea. Nao
foram detectadas interacdes significativas
para a percentagem de conversio de embrides
zigbticos em plantulas, pesos da massa fresca
do sistema radicular e dos cotilédones e
comprimento da parte aérea. Houve efeito
significativo do substrato para a percentagem
de conversdo de embrides zigdticos, peso da
massa fresca dos cotilédones e comprimento
da parte aérea e do meio de cultura para o
peso da massa fresca dos cotilédones e
comprimento da parte aérea. Ndo foram
detectados efeitos significativos dos fatores
estudados sobre o peso da massa fresca do
sistema radicular.

O substrato agar a 0,6 % promoveu
maior percentagem de conversdo de

embrides zigdticos em plantulas (100 %),
quando comparado com a vermiculita
(83,33 %), conforme a Tabela 2. Estes
resultados discordam dos obtidos por Lessa
(1998) e Lopes (2000) que obtiveram
maiores percentagens de germinacdo em
sementes de mogno (Swietenia
macrophylla) e de macieira (Malus
domestica), respectivamente, em
vermiculita quando comparado com o agar.
A incidéncia de 10 % de contaminag&o,
quando os embrides foram inoculados em
vermiculita, contribuiu para a menor
emergéncia das plantulas.

As plantulas em vermiculita e na
auséncia de meio de cultura apresentaram
maior acimulo de massa fresca na parte
aérea (1,9 g) e a adigdo de meio de cultura
em agar ndo influenciou significativamente
o peso da massa fresca da parte aérea.

TABELA 1 - Resumo das analises de varidncias para médias da percentagem de conversdo de
embrides zigdticos em plantulas (%CEZ), dos pesos da massa fresca da parte aérea
(PMFPA), do sistema radicular (PMFSR) e dos cotilédones (PMFCO) e do
comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas de Theobroma grandiflorum, em
fungdo do tipo de substrato (SUB) e do meio de cultura (MC). Embrapa Amazonia

Oriental, Belém (PA) Brasil, 2000.

Quadrados Médios

f,‘;‘:;z ;Oe G.L. CEZ (%) PMFPA(g) PMFSR(g) PMFCO(g) CPA(cm)
SUB 1 2083,33%** 0,0790ns 0,2253ns 9,3856%** 52,404 1%
MC 2 333,33ns 0,7189%* 0,0883ns 2,5527%%* 33,3241%**
SUB X MC 2 333,33ns 0,9963** 0,195%9ns 0,3090ns 16,5115ns
Residuo 24 291,67 0,1360 0,1016 0,3449 5,0819
CV (%) 18,63 28,04 25,47 9,81 18,42

** -significativo ao nivel de 1 % pelo teste F.

ns -ndo significativo ao nivel de 5 % pelo teste F.
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Os embrides zigdticos inoculados em
agar originaram plantulas mais vigorosas,
que apresentaram, em média, 13,56 cm de
comprimento da parte aérea, sendo que a
adi¢do de meio de cultura ndo proporcionou
um aumento no crescimento em ambos os
substratos (Tabela 2). A pressdao osmotica é
um fator a ser considerado, uma vez que
elevadas pressdes osmdticas reduzem o
crescimento e afetam o metabolismo celular
(NICKELL; MARETZKI, 1969’ citados por
CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA,
1998). Provavelmente, os sais presentes no
meio de cultura promoveram um aumento
do potencial osmotico, conseqiientemente
diminuindo o potencial hidrico, o que pode
ter influenciado o crescimento e
desenvolvimento das plantulas.

Os embrides mantidos em agar e na
auséncia de meio de cultura apresentaram
maior peso de massa fresca dos cotilédones
(6,62¢g). Considerando que os cotilédones
tém a fungdo de armazenar substancias de
reservas até a plantula tornar-se autotrofica,
a presenca de meio de cultura torna-se
dispensavel para o crescimento inicial de
plantulas cultivadas in vitro. Conforme
relatado por Hu e Ferreira (1998), embrides
excisados no estadio maduro ou proximos
a este sdo quase autotroficos e, em geral,
dependendo da espécie, ndo ha necessidade

de suplementagdo de fonte de energia,
podendo germinar e crescer num meio
inorgénico, e os reguladores de crescimento
tornam-se dispensaveis. Entretanto, Llano-
Agudelo, Gonzales-Rosas e Salazar-Garcia
(1995) e Ledo et al. (2001) obtiveram a
conversdo in vitro de plantulas de Persea
americana Mill cv. Americana e de Euterpe
oleracea Mart., respectivamente, a partir de
embrides zigdticos maduros cultivados em
meio MS suplementado com reguladores de
crescimento.

Apesar da vermiculita umedecida com
solugdo nutritiva favorecer a formagdo de
raizes pelo maior grau de aeracdo
(CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA,
1998), ndo foram verificadas diferengas
significativas entre os substratos e entre a
auséncia ou presenca de meio de cultura
sobre o peso da massa fresca do sistema
radicular das plantulas de cupuaguzeiro.
Este resultado discorda dos obtidos por
Soares et al. (2001) que, estudando a cultura
de embrides de jenipapo (Genipa americana
L.), observaram maior desenvolvimento do
sistema radicular de plantulas em meio de
cultura WPM. Provavelmente, os
requerimentos nutricionais no cultura in
vitro de embrides zigoticos dependam da
espécie e do estadio fisioldgico dos
embrides.

7 NICKELL, L.G.; MARETZKI, A Nutritional and metabolic studies with sugarcane cell suspensions. In: SYMPOSIUM
ON CONFINOUS OF MICROORGANISMS, 4., 1969. Proceedings... p. 373-382.
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Tabela2 —  Médias da percentagem de conversdo de embrides zigdticos (YoCEZ) em
plantulas aos 10 dias de cultura, dos pesos da massa fresca da parte aérea
(PMFPA), do sistema radicular (PMFSR) e dos cotilédones (PMFCO) e do
comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas de Theobroma grandiflorum
aos 45 dias de cultura, em fungéo do tipo de substrato e do meio de cultura.
Embrapa Amazonia Oriental, Belém (PA) Brasil, 2000.
% CEZ Média
Auséncia de MS % MS MS
Agar 06 % 100,0 100,0 100,0 100,00a
Vermiculita 90,0 90,0 70,0 83,33b
Média 95,0 95,0A 85,0A
PMFPA (g) Média
Auséncia de MS %2 MS MS
Agar 0,6 % 1,31Ab 1,58Aa 1,20Aa 1,37
Vermiculita 1,90Aa 0,93Bb 0,96Ba 1,26
Média 1,61 1,26 1,08
PMFSR (g) Média
Auséncia de MS %2 MS MS
Agar 0.6 % 1,14 1,25 1,10 133
Vermiculita 1,58 1,13 1,30 1,17a
Média 1,36A 1,19A 1,20A
PMFCO (g) Média
Auséncia de MS %2 MS MS
Agar 0,6 % 7.00 6.15 6,71 6.62a
Vermiculita 6,22 5,07 5,23 5,51b
Média 6,61A 5,61AB 5,97B
CPA (cm) Média
Auséncia de MS %2 MS MS
Agar 0.6 % 14,03 14,45 12,20 13,56a
Vermiculita 14,25 9,70 8.80 10,926
Média 14,14A 12,08AB 10,508

Nota: Médias seguidas por letras mintsculas na coluna, e por letras maitsculas na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey.
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4 CONCLUSAO

a) ¢ possivel a conversdo in vitro de
embrides zigdticos, isolados de sementes
em completo estadio de maturagio
fisiologica, em plantulas completas e
normais;

b) o substrato agar ¢ adequado para a
cultura de embrides de cupuaguzeiro;

¢) ndo ¢ necessaria a presenga de meio de
cultura para a conversio de embrides
zigoticos e para o crescimento inicial de
plantulas cultivadas in vitro.
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