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Resumo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para a desinfestacdo de explantes florais
de cupuacguzeiro, visando ao seu estabelecimento in vitro. Botdes florais fechados, oriundos de
cupuaguzeiros sem sementes, foram lavados com dgua destilada e imersos em dlcool 70% (v/v) por 1
minuto. Em cadmara de fluxo, os botdes foram imersos em hipoclorito de sédio a 0,25 e 0,50%, durante
20 e 30 minutos, e lavados 3 vezes com dagua estéril. Os botdes foram segmentados em pétala,
estamindide, ligula e ovdrio, os quais foram inoculados em meio MS, com e sem cefotaxima (100
mg.L") e gelificado com 0,8% de 4gar. Avaliou-se a contaminacio dos explantes nos 20 dias
subseqiientes. Na auséncia de antibidtico, independente da concentragdo de hipoclorito e tempo de
imersdo, a contaminagdo variou de 20 a 73%. Com a utilizacdo de antibidtico, a contaminagdo variou
de 6 a 20%, sendo que os melhores resultados ocorreram com as imersdes por 30 minutos em
hipoclorito a 0,25% e por 20 minutos em hipoclorito a 0,50%.

Introducao

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.) destaca-se entre as
fruteiras amazonicas como uma das mais atrativas da regido, pelas caracteristicas de sabor e aroma de
seus frutos, cuja polpa € empregada no preparo de sucos, sorvetes, licores, compotas, geléias, cremes,
etc. Instituicdes de pesquisas na regido Norte t€m implementado programas de melhoramento com
énfase a selecdo de materiais com caracteristicas de alta produgdo de frutos, rendimento de polpa e
resisténcia a vassoura de bruxa (Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer), principal enfermidade da
cultura. Neste contexto, objetiva-se com a propagacgao in vitro, a minimizagao destes problemas pela
aquisi¢ao de material propagativo vegetal livre de fitopatégenos. Outra vantagem da micropropagacgio
¢ permitir a obtencdo de maior quantidade de mudas em um curto periodo de tempo, quando
comparado com a propagagdo vegetativa tradicional.

A primeira etapa da micropropagacdo € o estabelecimento in vitro do material a ser
multiplicado e, para tanto, deve-se determinar a melhor metodologia para desinfestacdo dos explantes
a serem inoculados. Em espécies lenhosas, a contamina¢do dos explantes é um dos principais
problemas do cultivo in vitro (PIERIK, 1990) e depende também da procedéncia do material vegetal
utilizado, que pode ser de casa de vegetacdo ou do campo. Os niveis de contaminagdo tendem a ser
maiores quando as plantas matrizes usadas como fonte de explantes sdo provenientes do campo.
Contudo, mesmo as plantas submetidas ao rigoroso controle fitossanitirio e mantidas em viveiro
protegido ou casa de vegetacdo sdo fontes potenciais de microorganismos, que podem tornar-se
limitantes aos procedimentos de cultivo in vitro (MEDEIROS, 1999). Na maioria dos casos, a
presenca de fungos e bactérias ocorre poucos dias apds a inoculagdo. Em alguns casos, a presenga de
bactérias e fungos nas plantas € detectada apds algum tempo de cultivo, geralmente quando um grande
nimero de plantas j4 estd em producdo. Além disso, por serem de dificil visualizacdo, sdo facilmente
transmitidas de um material para outro durante a manipulacdo dos explantes para a inoculacio in vitro.
Quando as condi¢des do meio de cultura (nutri¢do, pH) tornam-se favordveis ao seu desenvolvimento,
os fitopatégenos passam a competir por nutrientes minerais e carboidratos do meio de cultura,
comprometendo a multiplicacdo e o desenvolvimento dos explantes, podendo levé-los rapidamente a
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morte. Esta deterioracdo dos explantes estd relacionada com a producdo de metabdlitos fitotoxicos
pelos fitopatgenos, tais como os dcidos lactico e acético e cianeto (PEREIRA et al., 2003). Este
trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para a desinfestacdo de explantes florais de
cupuaguzeiro, visando ao seu estabelecimento in vitro.

Material e Métodos

Foram coletados botdes florais em estdgio anterior a antese, oriundos de plantas de cupuagu
sem sementes, coletados no campo experimental da Embrapa Rondonia, em Porto Velho, RO. Os
materiais foram conduzidos ao Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais, onde passaram por uma
pré-limpeza, empregando-se uma esponja umedecida com 4gua destilada e algumas gotas de
detergente comercial. Apds esse procedimento, os botdes foram lavados com dgua destilada e, em
seguida, colocados em dlcool 70% (v/v) por 1 minuto. Em cdmara de fluxo laminar, os botdes florais
foram retirados do dlcool e esterilizados com concentrag¢des de 0,25 e 0,50% de hipoclorito de sédio,
durante 20 e 30 minutos, sendo, em seguida, lavados 3 vezes com dgua bidestilada estéril e os
explantes dispostos em placa de Petri contendo papel de filtro estéril. Empregando-se outra placa de
Petri estéril, os botdes foram segmentados, com a ajuda de bisturi, em pétala, estamindide, ligula e
ovario. Esses explantes ficaram imersos em solucdo anti-oxidante, constituida por uma mistura de
100 mg de &cido ascérbico e 150 mg de &cido citrico, dissolvida em 1litro de dgua, sendo sua
esterilizacdo feita em filtro bacterioldgico de 0,22 ou 0,45 micras, por dez minutos. Em seguida, os
explantes foram inoculados em placas de Petri contendo meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
sem reguladores de crescimento, acrescido de 3,0% de sacarose, com e sem cefotaxima (100 mg.L’l)
e gelificado com 0,8% de dgar. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperiodo
de 8 horas a 28° C, durante 20 dias, sendo avaliado o nimero de explantes contaminados ao final
desse periodo.

Resultados e Discussao

Verificamos que, na auséncia de antibiético, independente da concentragdo de hipoclorito e tempo de
imersdo, os explantes apresentaram diferentes niveis de contaminagdo, variando de 20 a 73% (Tab.1).
Com a utilizag@o de antibidtico, a contaminacao variou de 6 a 20%, sendo que os melhores resultados
ocorreram com as imersdes dos explantes por 30 minutos em hipoclorito a 0,25% e por 20 minutos em
hipoclorito a 0,50%.

Conclusdes
Recomendamos a desinfestacdo de botdes florais de cupuagu nas concentragdes de 0,50% de

hipoclorito de s6dio durante 20 minutos, e 0,25% durante 30 minutos, bem como a adicdo de 100
mg.L" de cefotaxima ao meio de cultivo.

Referéncias

MEDEIRQOS, C.P.C. de. Inducio in vitro de respostas morfogenéticas em explantes nodais de cajazeira
(Spondias mombin L.). 1999. 79f. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Fortaleza.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A. A revised medium for rapid growth and bioassays with tissue
cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, p. 473-497, 1962.

PEREIRA, J. E.S.; MATTOS, M. L. T.; FORTES, G. R. de L. Identificacio e controle com
antibidticos de bactérias endofiticas contaminantes em explantes de batata. Pesquisa Agropecudria
Brasileira, Brasilia, v. 38, n. 7, p. 827-834, jul. 2003.



PIERIK, R.L.M. Vegetative propagation. In: PIERIK, R.L.M. In vitro culture of higher plants. [S.L]:
Intenational Association for Plant Tissue Culture, 1990. p.183-230.

Tabela 1. Porcentagens de contaminacido de explantes florais de cupuacu em meio com e sem
utilizacdo de antibidtico no meio, imersos em hipoclorito de sédio a diferentes concentracdes e
periodos de imersdo.

Meio com antibiético

Explante Concentragdo Tempo Necrose (%)Explantes
contaminados
Ovario 0,25 20° - 6,66
Ligula - 20,00
Estaminddio - 20,00
Pétala - 13,33
Ovario 0,25 30’ - -
Ligula - -
Estaminddio - -
Pétala - -
Ovario 0,50 20° - -
Ligula - -
Estaminddio - -
Pétala - -
Ovario 0,50 30 6,66 -
Ligula 13,33 -
Estaminddio 6,66 -
Pétala - -
Meio sem antibiético
Ovario 0,25 200 - 73,33
Ligula - 66,66
Estaminddio - 20,00
Pétala - 46,66
Ovirio 0,25 30 - 20,00
Ligula - 40,00
Estaminddio - -
Pétala - 40,00
Ovario 0,50 20° - 26,66
Ligula - 60,00
Estaminddio - 40,00
Pétala - 73,33
Ovario 0,50 30 - 20,00
Ligula - 46,66
Estaminddio - 26,66

Pétala - 66,66




