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INDUCAO DE CALOS EM COGULAS DE CUPUACUZEIRO SUBMETIDAS A
DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO IN VITRO

Resumo: O cupuaguzeiro alcangou expressao econdmica na regido Amazodnica € no mercado
internacional de frutas exdticas tropicais, € por ser uma espécie em processo de domesticagdo a
heterogeneidade dos materiais cultivados em campo, compromete a produtividade. Torna-se
necessario uso de técnicas da cultura de tecidos para obter materiais homogéneos cultivados. Esse
trabalho objetivou obter calos in vitro a partir de cogulas de cupuaguzeiro submetidas a diferentes
condigdes de cultivo visando a regeneracao de plantas via embriogénese somatica. As concentragdes
de TDZ e 2,4-D para o crescimento primario de calos foram: T1 - 0,0025 mg.L-' de TDZ + 1 mg.L™" de
2,4-D; T2 - 0,005 mg.L de TDZ + 2 mg.L" de 2,4-D; T3 - 0,01 mg.L de TDZ + 4 mg.L"'de 2,4-D; T4 -
0,015 mg.L de TDZ + 6 mg.L"'de 2,4-D; T5 - 0,02 mg.L de TDZ + 8 mg.L"'de 2,4-D; T6 - 0,02 mg.L
de TDZ + 4 mg.L'de 2,4-D e T7 - 0,01 mg.L de TDZ + 8 mg.L"'de 2,4-D. Apds 14 dias, os calos
foram subcultivados em meios de crescimento secundério, seguido de cultivo em meio de
desenvolvimento de embrido. As combinacdes dos reguladores de crescimento TDZ e 2,4-D (0,02
mg.L de TDZ + 4 mg.L'de 2,4-D ¢ 0,01 mg.L de TDZ + 8 mg.L"'de 2,4-D) promoveram a indugdo de
calos fridveis em cogulas de cupuaguzeiro, caracteristicas importantes para a regeneracao de plantas

via embriogénese somatica.
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Introducio

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.) tem despertado o
interesse como objeto de pesquisas, pois esta espécie nativa da Amazonia alcangou expressdo
econdmica ndo sd na regido, mas no mercado internacional de frutas exoticas tropicais. Entretanto,
enfrenta condicionantes bioldgicos quanto ao cultivo na regido, destacando-se o fungo Moniliophthora
perniciosa, causador da doenga vassoura-de-bruxa. A heterogeneidade dos materiais cultivados em
campo € um entrave para expansdo da cultura associado ao grande tempo para a formagdo das mudas
via propagacdo vegetativa que alcanga cerca de um ano (Alves, 2002). A utilizagcdo de programas de
melhoramento com énfase na selecdo de materiais com caracteristicas de alta produgdo de frutos,

rendimento de polpa e resisténcia a vassoura de bruxa, principal enfermidade da cultura, sdo
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estratégias para reverter esse quadro com suporte de um método eficiente e rapido de propagagao. A
micropropagacdo ¢ uma técnica auxiliar valiosa, para clonagem, em curto prazo, de genétipos
superiores e acelerar diversas etapas de programas de melhoramento. Com a finalidade de adaptar o
protocolo de micropropagacao do cacaueiro (7. cacao) para o cupuaguzeiro, em razao da familiaridade
botanica entre eles, objetivou-se obter calos in vitro a partir de cdgulas de cupuaguzeiro submetidas a

diferentes condi¢des de cultivo visando a regeneragao de plantas via embriogénese somatica.

Material e Métodos

Foram coletados botdes florais da cultivar BRS Codajés, gendtipo 186 de cupuaguzeiro no
BAG da Embrapa Amazonia Oriental, para utilizagdo das cégulas como explante. Assepsia dos botdes
florais foi realizada em cadmara de fluxo laminar imergindo-os em dalcool a 98% por 1 minuto,
Ca(ClO), a 4% com 6 gotas de tween por 15 minutos, e depois lavados 5 vezes com agua destilada
autoclavada. Para crescimento de calos primdrios (CCP), as cogulas foram removidas dos botdes
florais e inoculadas em meio de cultura DKW (McGranahan et al., 1987) suplementado com sais e
vitamina DKW, glicose 20 g.I", L-glutamina 250 mg.l"' ¢ mio-inositol 100 mg.l"", phytagel a 0,2%. O
pH foi ajustado para 5,8. Os tratamentos foram definidos a partir das combinacdes dos fitorreguladores
TDZ e 2,4-D adicionados antes da autoclavagem. Os tratamentos foram: T1 - 0,0025 mg.L-' de TDZ +
1 mg.L" de 2,4-D; T2 - 0,005 mg.L de TDZ + 2 mg.L™" de 2,4-D; T3 - 0,01 mg.L de TDZ + 4 mg.L"'de
2,4-D; T4 - 0,015 mg.L de TDZ + 6 mg.L'de 2,4-D; T5 - 0,02 mg.L de TDZ + 8 mg.L"'de 2,4-D; T6 -
0,02 mg.L de TDZ + 4 mg.L"'de 2,4-D e T7 - 0,01 mg.L de TDZ + 8 mg.L"'de 2,4-D.

Os explantes permaneceram nesses meios por 14 dias, e posteriormente foram transferidos e
mantidos por 14 dias no meio de crescimento secundario de calos (CSC), constituido de sais de¢ WPM
(Lloyd & McCown, 1980), vitaminas de Gamborg; 2,4-D 2 mg.L"', BAP a 0,05 mg.L", e glicose 0,2%.
O pH foi ajustado para 5,8 e acrescentou-se phytagel a 0,2% como agente gelificante. Em seguida, os
calos foram subcultivados por 14 dias em meio de desenvolvimento de embrides (DE), composto de
sais e vitaminas DKW, suplementado com sacarose a 3%; glicose 1%, phytagel a 0,2%, e pH ajustado
para 5,8. Os tratamentos foram mantidos no escuro a temperatura de 25 + 3°C. O delineamento
experimental foi um DIC constituido de quatro repeti¢des, representada por um frasco com 20 ml de
meio de cultura para cada fase de crescimento de calos, com cinco cogulas cada. A avaliagdo final foi
realizada aos 150 dias para obten¢do da porcentagem dos graus de desenvolvimento dos calos (C;- calo

pequeno; C,- calo médio e Cs- calo grande) e dos graus de oxidagao.
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Resultados e Discussio

Para algumas espécies, a oxidagdo ¢ uma dificuldade no estabelecimento de culturas in vitro em
decorréncia da liberagdo de compostos fenolicos pelos tecidos em resposta aos ferimentos, e das altas
concentragdes de reguladores de crescimento no meio de cultura, entre outros fatores (Ledo, 2002). No
trabalho atual, o cultivo in vitro de cdgulas de cupuaguzeiro apresentou 100% do material com grau
moderado de oxidagdo em todos os explantes que nao calejaram.

A Figura 1 apresenta o percentual do desenvolvimento de calos em diferentes estadios de
desenvolvimento. Os tratamentos T3 e TS5 apresentaram 15% de calos pequenos (C;) com pouca massa
calosa, e inicio de calejamento na base das cogulas. As maiores percentagens para obtengdo de (C,)
foram obtidas nas cogulas submetidas aos tratamentos T1 e T3 com 50% e 45%, respectivamente,
apresentando massa calosa na base das cogulas e em outros pontos do mesmo explante. O tratamento

T1 apresentou a maior taxa de formagao de (C;) com 35% das cogulas totalmente cobertas por calos.

Figura 1. Percentual de graus de oxidag@o de cogulas de cupuaguzeiro aos 150 dias de cultivo in vitro. C;- calo pequeno;
C,- calo médio e C;- calo grande.
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Tratamentos

Observamos que T1 formou calos com coloragdo clara na base e massa calosa visualmente
mais arredondada. Entretanto, todos os explantes estavam cobertos por calos de coloracdo marrom
escuro, evidenciando oxidagdo moderada e aspecto consistente. Os explantes submetidos ao T3
formaram calos de caracteristicas variadas, coloracao clara e brilhosa, alguns com pontuagdes brancas
de aspecto esponjoso e outros com pontuagdes marrom escuro, provavelmente decorrente de oxidagao.
Os calos do T4 apresentaram caracteristicas semelhantes a calos fridveis, porém com pontuagdes
escuras. As cogulas do T5 formaram de calos com caracteristica ndo friaveis. No T6 foram observados
calos com caracteristicas friaveis, coloragao clara, brilhosa e massa mais arredondada. As cogulas no
T7 apresentaram calos com aspecto friavel. Os tratamentos T6 e T7, apesar de responderem em menor

percentual de formagdo de calos em diferentes estagios de desenvolvimento, apresentaram os melhores
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resultados quanto a qualidade dos calos obtidos, ou seja, calos com aparéncia desejavel por exibirem
semelhanca a calos friaveis ¢ massa calosa arredondada e brilhosa. Estes estudos visam a obtencao de

embrides somaticos e posterior regeneracao de plantas visando a clonagem da espécie.

Conclusao
Hé indugdo de calos fridveis em cogulas de cupuaguzeiro em meio de cultura com as combinagdes dos
reguladores de crescimento TDZ e 2,4-D (0,02 mg.L de TDZ + 4 mg.L"'de 2,4-D € 0,01 mg.L de TDZ

+ 8 mg.L'de 2,4-D), primeiro passo para a regenera¢do de plantas via embriogénese somatica.
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