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INTRODUCAO

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Schum.) é uma arvore frutifera, que encontra-se em
estado silvestre por toda a Bacia Amazonica, sendo uma das fruteiras mais atrativas da regido
devido as caracteristicas de sabor e aroma de sua polpa. Esta € de cor branca-amarelada, sabor
acido e cheiro agradavel caracteristico, sendo utilizada in natura ou na fabricacdo de néctar
enlatado, sorvetes, licores, compotas, geléias, iogurtes, etc (Calzavara et al., 1984; Venturieri, et
al., 1985). O entendimento do processo de embriogénese somatica desta espécie, além de
auxiliar a produgcdo de plantas elite, pode servir como base para futuros trabalhos de
melhoramento, via transformacdo genética, visando a producao de plantas resistentes a doencas,
como a vassoura de bruxa. O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos para inducéo de
embriGes somaticos de cupuagu.

METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Celular do Nucleo de Biologia
Aplicada, pertencente & Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. Foram empregadas folhas
jovens totalmente expandidas, ainda flacidas, coletadas apds a tonalidade avermelhada ter
desaparecido. As mesmas foram esterilizadas com 20% de hipoclorito de sodio (alvejante
comercial) durante 20 minutos, seguida de 3 lavagens com &gua bidestilada estéril. Os
explantes, que consistiram de quadrados de folhas de aproximadamente 1 x 1 cm, foram
cultivados em placas de Petri descartaveis (90 x 15 cm) e mantidos em sala de crescimento,
intercalando luz e escuro a 28° C. Foram feitas 10 repeticdes com os seguintes meios: Meio 1:
(50%) sais MS (Murashige e Skoog, 1962) (2,15 g/L) e vitaminas MS (1000 x) (1 ml/L),
sacarose (3%), suplementados com BAP (6,0 mg/L), AlA (0,5 mg/L), semi solidificado com
agar (8 g/L) e pH 6,0 antes da autoclavagem; Meio 2: (50%) sais MS (2,15 g/L), vitaminas MS
(1000 x) (1 ml/L), TDZ (10uM), sacarose (30 g/L), agar (8 g/L), pH 6,0 antes da autoclavagem.

Estudo em microscopia eletronica de varredura

As estruturas formadas foram fixadas a 4° C em glutaraldeido a 3%, lavadas em solucéo tampéo
pura por cinco vezes consecutivas e pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 2% no mesmo tampao
e mesma temperatura, por cerca de 12 horas. Na sequéncia, foram novamente lavadas como no
caso anterior, desidratadas em série gradual de etanol, secas em secador de ponto critico
utilizando-se CO,, montadas, metalizadas com 35 nm de ouro-paladio, observadas e elétron-
micrografadas em microscépio eletronico de varredura JEOL JSM 5410, operado em 15 KV.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com o emprego do meio 1, o aparecimento dos calos ocorreu dentro de uma semana na regiao

das nervuras. Resultados semelhantes foram obtidos por Abraham et al. (1992), empregando
folhas tenras de cacau, com o objetivo de padronizar um meio de cultura adequado para



propagacdo vegetativa rapida através da embriogénese somatica. Os calos foram mantidos no
meio 1 durante 5 semanas, sendo subcultivados a cada duas semanas. Durante esse periodo,
notou-se a proliferacdo de massa calosa em todo o explante, em forma de cachos, que
murchavam, ndo ultrapassando esse estaddio. Os explantes foram transferidos para 0 meio com
TDZ e, ap6s uma semana neste meio, verificou-se uma maior proliferacdo de calos, seguida da
diferenciacdo de estruturas pro-embriogénicas na massa calosa. Estas tinham um aspecto
globular, transparente e se tornavam mais densas, a medida que cresciam. Estruturas
semelhantes foram verificadas por Shatters et al. (1994) em calos de Paspalum notatum Fluegge
L. Subcultivos foram realizados a cada 15 dias €, apds dois meses, as culturas foram transferidas
para um meio de regeneracéo, a fim de estimular o completo desenvolvimento do embrido. Uma
semana apods transferéncia para este meio, observou-se que as estruturas estavam mais densas,
com aspecto mais escuro e secaram. Assim, ndo foi possivel estimular o desenvolvimento dos
embriBes somaticos além desse estagio, contudo, ficou demonstrado o potencial morfogenético
de folhas de cupuacgu. O aparecimento dessas estruturas pode ser devido a inclusdo de TDZ no
meio de cultura, um substituto da feniluréia comumente usado como desfolhante (Arndt et
al.,1976), mas que tem mostrado exibir uma forte atividade semelhante a citocinina. Thomas e
Katterman (1986) informaram que as auxinas criticas para inducdo de embrides podem ser
sintetizadas pelo tecido cotiledonar ou foliar tratado com TDZ em modelo similar aquele
descrito pela biossintese de citocininas induzidas pelo TDZ.

Microscopia eletrénica

Estruturas semelhantes a embridides apareceram em pequenos grupos ou em forma de cachos
sobre a superficie de tecido foliar cultivado em meio com TDZ (Figura 1A, B). Duas semanas
apos a inoculacdo neste meio, verificou-se a formacdo de estruturas semelhantes a embrides
somaticos no estagio globular, ligadas ao tecido do explante por um suspensor (Figura 1C, D).
Embridides de cacau apresentando estruturas semelhantes a um suspensor também foram
observadas por Esan (1977), Pence et al. (1980) e Kononowicz et al. (1984).

Figura 1. Fotomicrografias de estruturas semelhantes a embridides de cupuagu no estagio
globular. A) Estruturas em forma de cachos sobre a superficie de tecido foliar; B)
Detalhe de cachos; C) Estrutura com aparéncia de embrido somatico no estagio
globular ligado por suspensor e, D) Estrutura vista de cima.



CONCLUSOES

- 0 potencial morfogenético de folhas de cupuacu foi demonstrado;

- 0 aparecimento de estruturas embriogénicas pode ser devido inclusdo de TDZ no meio de
cultura;

- h& necessidade de mais estudos para estimular a germinagdo e desenvolvimento de embrides
somaticos de cupuacu.
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