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Resumo: Visando a obtencdo de plantas resistentes & vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa)
doenca que causa superbrotamento e morte da planta, torna-se importante o desenvolvimento de
técnicas de multiplicacdo para contemplar a procura crescente por genétipos de plantas resistentes. Em
relacdo a ampla variabilidade genética do cupuaguzeiro, apenas quatro clones elites, desenvolvidos
pela Embrapa Amazonia Oriental, possuem resisténcia a essa doenca, o que é insuficiente para
contemplar toda a Regido Norte e parte da Regido Nordeste do pais, devido os plantios serem
altamente heterogéneos. Portanto, hd uma necessidade de desenvolver tecnologias que possibilitem a
multiplicacdo e o cultivo de cultivares que apresentem caracteristicas favoraveis para os produtores,
consumidores e inddstrias alimenticias e cosméticas. Tentativas visando a embriogénese somética para
essa espécie possibilitaram apenas a obtencdo de calos embriogénicos. Este trabalho teve como
objetivo desenvolver um protocolo de micropropagacdo para cupuacu (Theobroma grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) K. Schum.) a partir de estamindides e pétalas dessa espécie. Os tecidos vegetais
foram coletados e desinfestados antes de serem inoculados em meio de cultura MS, mantidos no
escuro por 14 dias, a temperatura de 25 £+ 2 °C, antes de serem subcultivados. Os resultados foram
obtidos no 6° més de cultivo dos estamindides, sendo observado o desenvolvimento de calos fridveis,

enquanto as pétalas ndo responderam, sendo a oxidacdo dos explantes controlada com o uso de PVP.
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Introducéo
O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum), é uma espécie
frutifera da familia Steculiaceae, presente espontaneamente na mata de terra firme e varzea, no sul e
leste do Para, incluindo as areas do médio Tapajos, rios Xingu e Guama, abrangendo a pré-Amazoénia
maranhense. Atualmente o cupuacu tem despertando enorme interesse devido o0 seu grande

aproveitamento no mercado industrial, tanto na fabricacdo de cosméticos, sucos e biscoitos, como na
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producdo do cupulate, produto semelhante ao chocolate obtido do cacau. Os plantios dessa cultura
apresentam-se desordenados, contendo também materiais susceptiveis a vassoura-de-bruxa, o que
caracteriza como uma barreira para expansao da espécie, devido propiciar a disseminacdo da doenca e
comprometer as taxas de produgdo. Como alternativa, esfor¢os séo empregados no desenvolvimento de
novas cultivares resistentes, via 0s programas classicos de melhoramento genético. Atualmente, tenta-
se associar técnicas biotecnologicas, como a cultura de tecidos, a esses programas, com 0 objetivo de
acelerar algumas etapas do processo convencional de melhoramento. A obtencdo de um protocolo de
micropropagacdo para 0 cupuaguzeiro serd importante para aumentar a producdo, em relagdo ao
rendimento de polpa e principalmente producdo de plantas resistentes, ja& que permitird multiplicar
plantas superiores em menor espaco e tempo. Assim, o0 objetivo desse trabalho foi desenvolver um
protocolo de calogénese para o cupuaguzeiro, visando o estabelecimento de uma metodologia para

obtencdo de embrides somaticos a partir de explantes dessa espécie em meio de cultura MS.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da
Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém-Pa. Estamindides e pétalas, utilizados como fontes de explantes,
obtidos dos bot@es florais maturos de cupuagu do genétipo 215, proveniente do banco de germoplasma
da Embrapa Amazodnia Oriental, coletados no periodo da manha, foram lavados com sabdo e agua
corrente antes de serem levados para cdmara de fluxo laminar, onde foram desinfestados em alcool
70% por 1 minuto. Em seguida, foram incubados por 12 minutos em solucédo de hipoclorito de sodio a
1% com 2 gotas de tween-20 (20 gotas/100ml), seguidos de cinco lavagens em agua destilada
autoclavada. Com o auxilio de bisturi, os botbes foram abertos para a excisdo das pétalas e os
estamindides, os quais foram imersos em &cido citrico (50M) até serem inoculados em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com glutamina 250 mg.I™; 2,4 D 2 mg.I"*; TDZ 0,005 mg.I"
! sacarose 30 g.I'"; PVP 0,4 g.I" (antioxidante); solidificado com 2 g.I™ de fitagel e pH ajustado para
5,8, antes da autoclavagem. Foram montados 15 frascos com 15 estamindides em cada e 15 frascos
com 15 pétalas. Os explantes foram mantidos no escuro por 14 dias, a temperatura de 25 + 2 °C, sendo
subcultivados a cada 14 dias. As primeiras avalia¢des foram realizadas 5 semanas apos a inoculagédo do
do explante no meio MS, e quinzenalmente durante 28 semanas. Os experimentos foram avaliados de
acordo com a porcentagem de frascos que resultaram em resposta in vitro, intensidade de oxidacédo e

grau de desenvolvimento dos calos, de pelo menos um explante, ja que tecidos de cupuagu requerem



14° Seminario de Iniciagdo Cientifica da EMBRAPA
10 e 11 de agosto de 2010
Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA

tempo prolongado para responder nessas condices.

Resultados e Discussao

Houve necessidade de um longo tempo de cultivo dos tecidos de cupuagu até a observacao das
primeiras respostas de desenvolvimento in vitro, as quais foram observadas somente apds o0 6° més de
inoculacdo do explantes em meio de cultura MS. Apenas as repeticbes 1, 6 e 8 apresentaram
desenvolvimento de calos de pelo menos um estaminodide dos 15 frascos inoculados, ndo sendo
observado nenhuma resposta detectavel das pétalas in vitro, sendo estas Ultimas posteriormente
descartadas. Os calos originados dos tecidos dos estamindides apresentaram colora¢cdo marrom-claro,
com aspectos moles e brilhosos. Na repeticdo 1, 20% dos estamindides inoculados responderam com
desenvolvimento inicial, calos com tamanho variando entre 1-2 cm, na repeticdo 8 apenas 20%
responderam com desenvolvimento médio, calos com tamanho variando entre 3-4cm, enquanto que a
repeticdo 6 apresentou 40% do estamindides com desenvolvimento abundante, calos com tamanho
variando entre 4,5-6 cm. A oxidagdo se manteve ausente nos explantes e nos calos, devido ao uso do
PVP.

Conclusoes
Os estamindides responderam satisfatoriamente quanto a obtencdo de calos com aspecto
embriogénicos.
O tempo prolongado para iniciar as primeiras respostas ainda é uma dificuldade para o
desenvolvimento desse protocolo. Também, o cultivo de estamindides com fitorreguladores deverao
ser testados para reduzir o tempo de resposta in vitro e induzir a formacdo de embriGes somaticos a

partir desses tecidos de cupuagu.
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