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Resumo: Alguns trabalhos foram realizados aplicando-se técnicas de cultura de tecidos de cupuagu
(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.), entretanto foram obtidos apenas a pré-
formacdo de embrides somaticos de cupuagu, a partir de calos, ndo conseguindo obter embrides
somaticos bem formados e pléantulas viaveis. Ainda torna-se necessario desenvolver pesquisas com
esta valiosa espécie do género Theobroma, pois sua expansdo econdmica € dificultada devido a falta de
uma selecdo e multiplicacdo eficiente de plantas resistentes a vassoura-de-bruxa. Assim, este trabalho
teve como objetivo obter o desenvolvimento de calos de cupuagu, visando adequar um protocolo de
micropropagacdo para essa espécie, de acordo com protocolos eficientes desenvolvidos para
Theobroma cacao. Estamindides e pétalas de cupuacu, genétipo 174 e 286, foram coletados e
desinfestados antes de serem inoculados em meio de crescimento primario de calo (sais e vitaminas
DKW). Esses explantes foram mantidos no escuro por 14 dias, a temperatura de 25 + 2°C antes da
transferéncia para meio de crescimento secundario de calo (sais WPM e vitaminas de Gamborg). Apds
14 dias de cultivo nessas condicOes, as culturas foram transferidas para os meios de desenvolvimento
de embrido, sendo subcultivadas a cada 14 dias. Os experimentos foram avaliados quanto a intensidade
de oxidacdo e calogénese dos explantes. O gendtipo 174 respondeu primeiro em relacdo ao gendtipo

286, e a oxidacdo foi controlada nos explantes com o uso do PVP.
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Introducéo
A producéo de cupuagu no Brasil, em 2005, chegou perto da casa de 200 milhdes de frutas. A
média de produtores de cupuagu no pais chega a 170 mil pessoas, 0 que gera aproximadamente, 220
mil empregos diretos e indiretos. Sua producdo estd mais concentrada nos estados da regido Norte,
sendo 0 Amazonas, Para, Acre, Ronddnia e Roraima os maiores produtores da fruta no Brasil. A Bahia

também tem uma larga producéo, entretanto em escala menor. O maior valor da espécie estd na sua
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polpa, encontrada aderida as sementes, de cor branco-amarelada, sabor &cido e cheiro agradavel
caracteristico, sendo utilizada in natura ou na fabricacdo de nectar enlatado, sorvetes, licores,
compotas, geléias, iogurtes, etc (Calzavara et al.,, 1982). Da sua semente extrai-se um produto
semelhante ao chocolate, caseiro ou industrial, de 6tima qualidade, recebendo o nome de cupulate.
Essa tecnologia de obtencdo do cupulate foi desenvolvida pela Embrapa Amazénia Oriental, Belém,
em estudos conduzidos por Nazaré et al. (1990). O grande problema da expansdo dessa cultura é a
doenca vassoura-de-bruxa. Uma alternativa para contornar tal problema seria a propagacao clonal das
espécies tolerantes a essa doenga, via inducao de calos embriogénicos, visando a producao de embrides
somaticos, para a obtencdo de plantas superiores e morfologicamente uniformes. O conhecimento do
processo de embriogénese somatica do cupuacu € importante para auxiliar na producao de plantas-
elite, servindo como base para futuros trabalhos de melhoramento, focados na producdo de plantas
resistentes a moléstias, como a vassoura-de-bruxa, alta producdo de frutos, rendimento de polpa e
curto periodo de armazenamento do fruto. Estudos realizados de propagacédo in vitro para o género
Theobroma tém-se limitado a espécie Theobroma cacao L., ha pouco tempo considerado como a Unica
espécie do género cultivada comercialmente. Assim, devido a familiaridade botanica com o cacau,
espera-se que protocolos de micropropagacao ja estabelecidos para cacau possam ser adaptados para o
cupuacu. O objetivo deste trabalho foi obter e estudar o desenvolvimento de calos embriogénicos de

cupuacu para estabelecer um protocolo de micropropagacdo para essa espécie.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da
Embrapa Amazonia Oriental, Belém-Pa. Estamindides e pétalas, utilizados no desenvolvimento dos
experimentos foram coletados de botbes florais maduros de cupuagu dos genotipos 286 e 174,
provenientes do banco de germoplasma da Embrapa Amazodnia Oriental e usados como fonte de
explante. Apos a coleta, sempre pela manha, a assepsia dos botdes foi realizada através de lavagens
com detergente comercial e 4gua corrente antes de serem levados para camara de fluxo laminar, onde
foram desinfestados em alcool 70% por 1 minuto. Em seguida, os bot6es florais foram colocados por
12 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio a 1% com 2 gotas de tween-20 (20 gotas/100ml),
seguido de cinco lavagens com agua destilada autoclavada. Com o auxilio de bisturi, os botdes foram
abertos para a excisao das pétalas e dos estamindides, os quais foram imersos em &cido citrico (50 M)
até a inoculacdo em meio de cultura. Quatro experimentos foram realizados. No 1° experimento, as

pétalas e estamindides foram inoculados primeiramente em meio PCG, contendo sais e vitaminas
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DKW (McGranahan et al.,1987), suplementado com inositol 100 mg.I'*; 2,4 D 2 mg.I"}; TDZ 0,005
mg.I"; glutamina 250 mg.I"; sacarose 30 g.I™; fitagel 2 g.I"; pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem. As culturas foram mantidas no escuro por 14 dias, a temperatura de 25 + 2°C, e entdo
transferidas para 0 Meio SCG 2, constituido de sais WPM (Lloyd & McCown, 1980), vitaminas de
Gamborg; sacarose 30 g.I""; 2,4 D 2 mg.I"; BAP 0,05 mg.I"; fitagel 2,2 g I'* e pH ajustado para 5,8
antes da autoclavagem, mantidas por 14 dias nas mesmas condigdes anteriores. Ap0Os esse periodo
foram transferidos para o meio de desenvolvimento de embrido ED 3s/g, adaptado de Li et al. (1998),
constituido de sais e vitaminas DKW, suplementado com sacarose 30 g.I™"; inositol 100 mg.I"; PVP 0,4
g.I"*(antioxidante); solidificado com 2 g.I™* de fitagel e pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem. As
culturas permaneceram no escuro, a temperatura de 25 + 2°C, sendo transferidas para meio ED 4s/g a
cada 14 dias, constituido de sais e vitaminas DKW, suplementado com sacarose 40 g.I™; inositol 100
mg.I""; solidificado com 2 g.I"" de fitagel; PVP 0,4 g.I"\(antioxidante) e pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem. O 2° experimento consistiu na inoculagdo dos explantes no mesmo meio de cultivo,
acrescentando-se carvao ativado no meio, sendo mantidos nas mesmas condicdes de cultivo. O 3°
experimento consistiu na inoculacao dos explantes no mesmo meio de cultivo, adicionando-se PVP aos
meios de cultura desde o inicio da inoculacdo; enquanto o 4° consistiu do uso do mesmo meio de
cultura, adicionando-se carvdo ativado apenas nos primeiros 14 dias ap6s a inoculacdo dos tecidos
vegetais. Os experimentos foram avaliados de 5 em 5 semanas a partir da data de inoculacdo. Foram
feitas 4 avaliacbes em cada experimento, considerando-se a porcentagem de frascos que apresentou
resposta in vitro de pelo menos um explante. Os resultados foram analisados de acordo com a

intensidade de oxidacdo e resposta calogénica in vitro dos explantes.

Resultados e Discusséo

A avaliacdo dos experimentos foi feita mediante observacdo dos frascos que apresentaram
desenvolvimento de calos de pelo menos um explante, e a alteracdo na intensidade de oxidacao.
Apenas o0s estaminoides apresentaram respostas visiveis in vitro. A oxidagdo dos estamindides e das
pétalas foi controlada com o uso do PVP. O gen6tipo 174 comegou a apresentar as primeiras respostas
depois de 31 dias de inoculados, enquanto o gendétipo 286 apresentou as respostas a partir do 42° dias
apos a inoculacdo.

Os resultados observados no 1° experimento até a sua 4% avaliacdo mostrou que 40% dos
frascos inoculados com estamindides responderam, sendo que entre esses 66,6% apresentaram calos

com desenvolvimento inicial de aspecto ndo-fridveis, bem compactados e coloragdo marrom escuro;
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22,2% dos calos apresentaram desenvolvimento médio e caracteristicas de calos fridveis, com
coloracdo marrom-claro, brilhosos e moles, enquanto os outros 11,2% apresentaram calos com
desenvolvimento abundante, com caracteristica de calo nao-fridvel, coloracdo marrom-escuro e de
consisténcia mole. Com relagdo a oxidagdo no 1° experimento, observou-se leve oxidacdo dos
explantes apenas no 1° més de cultivo, pois foi adicionado antioxidante (PVP) no meio ED 3s/g,
solucionando o problema. O experimento 2° ndo apresentou respostas de desenvolvimento de calos,
sendo descartado ap6s 60 dias de inoculacdo, devido a alta intensidade de oxidacdo. No 3°
experimento 86,6% do material inoculado respondeu até a 3% avaliacdo, sendo que desses 30,8%
apresentaram calos com desenvolvimento inicial com caracteristica fridvel; 53,8% apresentaram
desenvolvimento médio de calos com caracteristica ndo-friaveis e 15,4% com desenvolvimento
abundante de calos ndo-fridveis. Os calos obtidos foram transferidos para meios DKW com diferentes
concentracdes de Dicamba, mas ndo apresentaram resposta quanto & multiplicacdo ou a diferenciacéo
dos calos. O 4° experimento, apos 14 dias de inoculacdo, apresentou baixa intensidade de oxidacao,

entretanto ndo foi observado desenvolvimento dos explantes em calo.

Conclusoes
A calogénese apresentou-se como um processo influenciado pelo genétipo. Os estamindides se
mostraram como 6tima fonte de explante para obtencéo de calos.
O carvao ativado ndo mostrou eficiéncia contra oxidacdo dos explantes, sendo o PVP a melhor

alternativa para controlar a oxidacdo de explantes de cupuacu.
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