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INTRODUCAO:

O cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum (Wild. Ex Spreng) Schumm ¢ uma espécie nativa da
Amazonia que, apesar da importancia econdmica que representa para a fruticultura da regido, ainda
depende de ajustes no seu sistema produtivo, para ser considerada uma espécie domesticada. Como
outras espécies de origem amazodnica, teve seu processo de domesticagdo possivelmente iniciado pelos
indios, sendo uma das fruteiras mais comumente encontradas nas tribos da Amazonia Oriental que
praticavam a agricultura (Kerr & Clemente, 1980).

O cultivo do cupuaguzeiro no Estado do Para ¢ caracterizado por pequenos plantios solteiros e/ou
consorciados, dispersos no Nordeste Paraense (Tomé-acti, Acara, Castanhal, entre outros) mas, como
cultivo de fundo de quintal, estd presente em todo o Estado. A producdo Estadual esta primeiramente
voltada para a obtengdo de polpa, da qual varios subprodutos sdo obtidos. Esta obtencdo de polpa ¢
feita a partir de uma base produtiva que ainda nao utiliza material genético selecionado, que somado as
inconsisténcias das outras etapas do sistema de producdo, beneficiamento e comercializagdo, resulta
em uma cadeia produtiva com maior probabilidade de insustentabilidade.

Uma agente que contribui para essa situacdo ¢ a doenca conhecida como vassoura-de-bruxa, causada
pelo fungo Crinipellis perniciosa, que vem dizimando as plantagdes das principais zonas produtoras,
servindo como desestimulo para a implantagdo de novas areas. Para que as cultivares ou clones
selecionados com tolerancia a vassoura-de-bruxa possam, efetivamente, ser incorporados ao sistema de
producao, sera necessario um sistema de propagacao de plantas que viabilize o uso pelos agricultores.
A utilizagao de material tolerante devera promover reducdo dos custos de produgao, pela eliminagao
das etapas de combate a doenga como poda dos ramos afetados, remogao dos ramos podados do pomar
e destruicdo dos mesmos, tornando a atividade mais lucrativa € com menos risco para o produtor
(Alves & Cruz, 2003). Por tudo isso, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
mudas através da aplicagdo das técnicas de cultura de tecido para cupuaguzeiro, a fim de viabilizar a
adocdo imediata dos principais clones selecionados para a tolerdncia a doenga da vassoura-de-bruxa.
Nesta primeira buscou-se produzir plantas in vitro a partir de sementes para serem usadas como

fornecedoras de explantes.
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MATERIAL E METODOS:

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa
Amazonia Oriental, Belém-PA.

No 1° experimento, foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualisado (DIC) com 5 tratamentos e
67 repeti¢des para cada tratamento. Inicialmente, a partir de plantas adultas foi feita a coleta de frutos
maduros para obten¢do das sementes através do despolpamento manual com o auxilio de uma tesoura.
No primeiro teste de assepsia as sementes foram lavadas com 4gua esterilizada (3-5 x), a partir das
quais, em camara de fluxo laminar asséptica, foram excisados os embrides e submetidos a assepsia
através da imersdo em alcool a 70% por 1 minuto e em NaClO a 1% por 15 minutos e lavagens em
agua esterilizada por cinco vezes, enquanto no segundo teste, as sementes foram lavadas em agua
corrente e imersas em NaClO a 0,5% por cerca de duas horas. Em seguida, apos a retirada do
tegumento, parte da semente com o embrido foi transferida para frasco autoclavado com solugdo de
100 ml de 4cido citrico a 50mM, para evitar a oxidacdo. Procedeu-se a desinfestagdo em camara de
fluxo laminar, com imersdo em alcool etilico a 70% por 1 minuto, e em seguida em solugdo composta
por NaClO 1% com algumas gotas deTween 80, por 15 minutos sob agitagdo e lavagem por 5 vezes
em agua destilada e autoclavada. Os embrides foram excisados e inoculados em tubos de ensaio. O
delineamento utilizado para este experimento foi Interamente Casualizado com 6 tratamentos contendo
80 repeticdes para cada tratamento. Para o primeiro processo de assepsia:

T1: Agar (0,6%);

T2: Agar (0,6%) + % MS (Murashige; Skoog,1962);

T3: Agar (0,6%) + MS Completo;

T4: Agar (0,6%) + MS + 0,17 g/L NaH,POy;

T5: Agar (0,6%) + % MS + 0,17 g/L NaH,PO.,.

Para o segundo processo de assepsia:

T1: Agar (0,6%);

T2: Meio MS Completo

T3: Meio MS Completo + NaH,POy;

T4: Meio MS Completo + Carvao Ativado;

T5: Meio MS Completo + Carvao Ativado + NaH,POy;
T6: Vermiculita (60 g + 20 ml de H,O).
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O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem durante 15 minutos, bem como
a vermiculita foi previamente autoclavada por 40 minutos, a temperatura de 120°C. As condi¢des de
cultivo foram em sala de cultura foram de temperatura 26 + 2° C, umidade a 70% e fotoperiodo de 16 h
de luz branca fria (25pumol/m?s! de irradiancia) por 8 h no escuro.

Durante o periodo de cultivo foram realizadas observacdes quanto a contaminagdo e variaveis de
langamento da parte aérea, ocorréncia ou ndo de raiz, desenvolvimento de folhas, numero de folhas,
nimero de raizes, oxida¢do, mortalidade e comprimento da plantula, cujos dados foram analisados

estatisticamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os embrides cultivados provenientes do primeiro processo de assepsia apresentaram elevada taxa de
contaminagdo ndo permitindo avaliar o efeito dos meios de cultura.

Os embrides provenientes a partir do segundo processo de assepsia desenvolveram e formaram
plantulas.

Na primeira semana, apds a inoculagdo, os cotilédones apresentavam-se intumescidos e com coloragao
esverdeada. Aos 10 dias, observou-se o lancamento da radicula com rapido crescimento ¢ depois o
desenvolvimento de raizes secundarias. A partir da quarta semana ocorreu o surgimento do epicotilo e
dos pares cotiledonares, e a formacdo do gancho epicotilar. A elongacdo do gancho epicotilar, a
formacdo do primeiro par de folhas, que se apresentavam cobertas com pélos e com coloragdo lilas-
avermelhada, foram verificadas a partir da quinta semana. Aos 60 dias, apds a inoculagdo, as plantulas
apresentavam o primeiro par de folhas com limbo bem desenvolvido e com coloragdo esverdeada.
Estas fases descritas acima concordam com as observadas por Venturieri (1993). Resultados
semelhantes foram obtidos por Castro et al. (2001) com embrides de Murici (Byrsonima intermidia A.
Juss).

O substrato meio MS + Carvao Ativado promoveu maior porcentagem de conversao de embrides
zigoticos em plantulas (86,75%) quando comparado com a Vermiculita (68,1 %), conforme a Tabela 1.
Estes resultados discordam dos obtidos por Lessa (1998) & Lopes (2000) que obtiveram maiores
porcentagens de germina¢ao em sementes de Mogno (Swietenia macrophylla) e de Macieira (Malus
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domestica), respectivamente, em Vermiculita quando comparado com Agar. A incidéncia de 31,9% de

contaminagdo, quando os embrides foram inoculados em Vermiculita, contribui para a menor

emergéncia das plantulas.
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Tabela 1. Quadro da analise da variancia

C. VARIACAO G.L QM F
4 0,0407 1,16 NS
28 0,0352

Total 32

ESVIO PADRAO =0,1877 MEDIA GERAL = 1.0450 COEF. DE VARIACAO = 17.9629

CONCLUSAO:

E possivel a conversdo in vitro de embrides zigoticos, isolados de sementes em completo estadio de
maturagao fisioldgica, em plantulas completas e normais;

O meio de cultura com adi¢do de carvdo ativado ¢ adequado para a formagdo de plantula de

cupuaguzeiro in vitro a partir da cultura de embrides.
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