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Resumo

O processo de embriogênese somática da espécie Theobroma grandiflorum surgiu 
com o objetivo de auxiliar a produção em grande escala, podendo servir 
como base para programas de melhoramento, visando à produção de plantas resistentes 
a doenças, como a vassoura-de-bruxa, e à alta produção de frutos. Desse modo, esse 
trabalho teve como objetivo estudar o processo inicial da morfogênese por meio da 
calogênese em diferentes explantes de cupuaçuzeiro. Os tecidos foram inoculados in 
vitro em meio de cultura com sais, vitaminas, aminoácidos, açúcares, agentes 
antioxidantes, ágar e diferentes concentrações de auxinas e citocininas. As culturas 
foram mantidas em sala de crescimento, com temperatura, umidade e fotoperíodo 
controlados. Os resultados indicaram que a cultura de calos, nessa espécie, requer a 
presença de reguladores de crescimento, provavelmente por não apresentar níveis 
endógenos suficientes de hormônios, principalmente as auxinas. Os dados confirmaram 
a recalcitrância in vitro observada em muitas culturas perenes tropicais e reforçam a 
necessidade do aprofundamento na composição dos meios de cultura e a definição do 
comportamento morfogenético desses tecidos com vistas à embriogênese somática.

Termos para indexação: cultura in vitro, espécies lenhosas, recalcitrância.
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Introdução

Os plantios e a produção de 
cupuaçu concentram-se na região Norte 
do País, sendo o Pará o principal estado 
produtor, seguido do Amazonas, de 
Rondônia e do Acre (CAVALCANTE, 
2001). Esses plantios possuem alto grau 
de heterozigosidade genética, sendo esse 
fato associado à falta de material 
genético melhorado, limitando conse-
quentemente a expansão da cultura do 
cupuaçuzeiro na Amazônia. Outro fator 
que interfere no cultivo é a incidência do 
fungo Crinipellis perniciosa, agente 
causador da doença conhecida vulgar-
mente como “vassoura-de-bruxa”, que 
também promove a alta taxa de 
abortamento dos frutos e a queda dos 
frutos maduros, prejudicando assim seu 
valor comercial (RODRIGUES, 2000). 

Desenvolvido em rede e envolvendo 
as Unidades da Embrapa com sede na 
região amazônica, o programa de 
melhoramento genético do cupuaçu da 
Embrapa Amazônia Ocidental está, no 
momento, concentrado na avaliação da 
variabilidade intraespecífica e seleção 
preliminar de genótipos superiores para 
serem avaliados na primeira rede de 
experimentos de competição de clones 
da região. 

Nesse programa, também estão 
sendo desenvolvidos diversos estudos de 
propagação in vitro, que tem como 
objetivo possibilitar a inserção dessa 
técnica como ferramenta para o 
melhoramento, a conservação e 
propagação massal da espécie.

Diante disso, as biotécnicas vieram 
para trazer benefícios ao melhoramento 
genético das plantas, sendo um dos seus 
principais objetivos acelerar a geração de 
conhecimentos fundamentais sobre a 

biologia e a genética da cultura, e, em 
consequência, o melhoramento pode ser 
mais científico e preciso, com redução do 
tempo para o desenvolvimento de 
cultivares de alto desempenho.

Alguns estudos de propagação de 
espécies in vitro no gênero Theobroma 
vem sendo desenvolvidos, concentrados 
principalmente no cacau, os quais 
relataram que o potencial e a competência 
do gênero à regeneração de plântulas a 
partir da embriogênese somática, direta e 
indireta, de diferentes tecidos é bastante 
proveitosa

Os primeiros estudos visando à 
obtenção de plantas de cacau por embrio-
gênese somática foram conduzidos por 
Esan (1977) e Pence et al. (1979), os 
quais utilizaram embriões imaturos como 
fonte de tecidos para cultivo, mas apenas 
cerca de dez anos mais tarde foi possível 
obter plantas completas, com raiz bem 
desenvolvida, utilizando esse mesmo tipo 
de explante (NÓVAK et al., 1986).

Entretanto, apesar da existência de 
técnicas de clonagem atualmente 
disponíveis para a produção massiva de 
espécies correlatas, não tem sido possível 
obter os mesmos avanços no cupuaçu-
zeiro, onde raras são as contribuições, na 
literatura, à cultura referente a aplicações 
de técnicas biotecnológicas.

Alguns resultados iniciais foram 
obtidos por Janick e Whipkey (1988). 
Velho et al. (1990) obtiveram embriões 
somáticos de cupuaçu a partir de calos, 
mas não conseguiram converter em 
plântulas viáveis. 

Esse comportamento é atribuído por 
Damião Filho (1995) à recalcitrância de 
certas espécies de plantas à obtenção de 
calos em quaisquer tipos de explante,

Marcelle Larissa Correa et al. 89



sendo que algumas gramíneas e muitas 
espécies lenhosas só produzem calos 
quando são empregadas doses altíssimas 
de auxinas no meio de cultura. 

Ass im,  cons ide rando  esse  
panorama, é necessário incrementar 
pesquisas de embriogênese somática 
voltadas aos aspectos morfogenéticos de 
diferentes tecidos de plantas de cupuaçu 
submetidos a várias condições de cultura 
in vitro. Neste sentido, este trabalho tem 
como objetivo induzir a formação de 
calos embriogênicos em tecidos do 
cupuaçu (T. grandiflorum), em função do 
tipo de explante e meio de cultura.

Material e Métodos

No experimento 1, peças florais 
(pétalas, cógulas e estaminódios) foram 
isolados de botões florais imaturos e 
inoculadas sob condições in vitro em 
meio de indução a calogênese com sais e 
vitaminas de DKW (MC GRANAHAN et 
al., 1987), suplementado com ágar 
(0,7%), glicose (2%), água de coco 

-1
(10%), aminoácidos, 2,4-D (4,0 mg .L) e 

-1
TDZ (0,005 mg .L). Os tratamentos 
consistiram na ausência (tratamento 1) e 
na presença (tratamento 2) de carvão 
ativado (0,2%) no meio DKW. O pH foi 
ajustado para 5,8 e o meio autoclavado, 
para 121 ºC por 15 minutos. O delinea-
mento experimental utilizado foi inteira-
mente casualizado com seis repetições 
por tratamento, com cinco explantes 
cada.

No experimento 2, utilizou-se como 
explante o tecido nucelar de sementes 
imaturas e inoculados em meio de indu-
ção a calogênese, o MS/2 (MURASHIGE e 
SKOOG, 1962) suplementado com água 

-1
de coco (10%), caseína (100 mg .L), 

-1 -1
PVP (0,5 g .L), sacarose (2,0 g .L), 

-1
glicose (2,0 g .L), ágar (0,6 %), 2,4-D 

-1(1,0 mg .L). No tratamento 1, a cinetina 
-1foi adicionada 0,5 mg .L, enquanto o 2ip 

-1a 0,5 mg .L no tratamento 2. O pH foi 
ajustado para 5,8 e o meio autoclavado a 
121 ºC por 15 minutos. O delineamento 
experimental foi inteiramente casualizado 
com seis repetições por tratamento, com 
cinco explantes cada.

No experimento 3, utilizaram-se 
como explantes segmentos de epicótilos 
de plântulas obtidas de germinação in 
vitro que foram inoculados em meio de 
cultura com sais e vitaminas de MS 
suplementado com sacarose (3,0%), 
glucose (6,0%) e ágar (0,9%). Nesse 
meio basal foram constituídos quatro 

-1
tratamentos: o T1 com TDZ (0,5 mg .L); 

-1 -
o T2 com TDZ (0,5 mg .L) e ANA (0,1 mg
1 -1
.L); o T3 com TDZ (0,5 mg .L) e tiamina 

-1 -
(150 mg .L); e o T4, com TDZ (0,5 mg
1 -1 -
.L), ANA (0,1 mg .L) e tiamina (150 mg

1
.L). O pH foi ajustado a 5,8 e autoclavado 
a 121 ºC por 15 minutos. O delineamento 
experimental foi inteiramente casualizado 
com dez repetições por tratamento, com 
um explante cada.

No experimento 4, foram utilizados 
como explantes segmentos de folhas de 
plântulas obtidas de germinação in vitro e 
inoculados em meio de indução de 
calogênese com sais e vitaminas de MS 
suplementado com sacarose (2,5%) e 
fitagel (0,2%). No meio basal foram 
aplicados sete tratamentos: T1 - 2,4-D (5 

-1 -1
mg .L); T2 - 2,4-D (7 mg .L); T3 - 2,4-D 

-1 -1
(10 mg .L); T4 - BAP (2,0 mg .L) e AIA 

-1 -1
(0,5 mg .L); T5 - BAP (4,0 mg .L) e AIA 

-1 -1
(0,5 mg .L); T6 - BAP (6,0 mg .L) e AIA 

-1 -1
(0,5 mg .L); e T7 - BAP (8,0 mg .L e AIA 

-1
(0,5 mg .L). O pH foi ajustado a 6,0 e 
autoclavado a 121 ºC por 15 minutos. O 
delineamento experimental foi inteiramen-
te casualizado com seis repetições por 
tratamento, com quatro explantes cada.
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As culturas foram mantidas no 
escuro, em sala de crescimento, com 
temperatura de 27 ± 2 ºC até 
apresentarem formação de calos (30-100 
dias). Ao final de cada fase, os experi-
mentos foram avaliados pela contagem 
de calos aparentes, aspecto do calo 
formado, presença e ausência de conta-
minantes (fungos e bactérias). 

ºC 

Resultados e Discussão

Experimento 1 

Os resultados obtidos (Tabela 1) 
demonstram que a produção de calos 
ocorreu para todos os explantes no 
tratamento 1 (sem carvão), sendo que no 
tratamento 2 (com carvão), somente a 
cógula apresentou essa formação. Esses 
calos apresentaram aspecto que 
variavam de compacto a semifriável e 

coloração escurecida ou clara (branca ou 
amarela), seguida do escurecimento, e 
variando em diferentes seções no mesmo 
explante.

Arnaldos et al. (2001) atribuíram 
essas mudanças à formação de 
compostos pigmentados em resposta ao 
estresse surgido frente a um possível 
déficit de hormônios, nutrientes ou água, 
condições estas que provocam aumento 
em rad ica is  l i v res .  Resu l tados 
semelhantes a esse trabalho foram 
verificados por Valle (2003), em que a 

-1adição de 5 e 7,5 mg.L  de 2,4-D 
-1associado a 0,5 mg.L  de cinetina 

promoveu total necrose dos tecidos. 
Dessa forma, cuidados devem ser 
observados com relação à restrição de 
tempo entre a formação do calo e o início 
da degeneração das células que o 
formam, uma vez que esse período é de no 
máximo 10 dias (VALLE, 2003).

Tabela 1. Eficiência do meio DKW suplementado com 2,4-D e TDZ na indução de calos em 
segmentos florais de cupuaçuzeiro, aos 90 dias. Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, 2009.

Cógula

Formação de calo (%)
Explante inerte (%)
Perda por oxidação (%)
Perda por contaminação (%)

16,7
6,7

10,0
33,3

Tratamento 1
(sem carvão)

20,0
40,0
3,3

36,7

6,7
26,7
33,3
6,7

Tratamento 1
(sem carvão)

Tratamento 1
(sem carvão)

Tratamento 2
(com carvão)

Tratamento 2
(com carvão)

Tratamento 2
(com carvão)

6,7
10,0
53,3

30

0,0
16,7
83,3
33,3

0,0
83,3
16,7
0,0

Estaminódio

Formação de calo (%)
Explante inerte (%)
Perda por oxidação (%)
Perda por contaminação (%)

Pétala

Formação de calo (%)
Explante inerte (%)
Perda por oxidação (%)
Perda por contaminação (%)
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A oxidação foi responsável pelas 
maiores perdas de explante, como para 
estaminódios, que alcançaram 83,3% e 
33,3% nos tratamentos 1 e 2, 
respectivamente. No tratamento 2, essas 
perdas foram maiores para todos os 
explantes quando comparadas ao 
tratamento 1 (Tabela 1). 

Um dos fatores frequentemente 
considerados como componente da 
recalcitrância in vitro é o elevado 
conteúdo fenólico e oxidativo nesses 
compostos. Efraim et al. (2005), 
comparando o teor de compostos 
fenólicos (flavan-3-ols e procianidinas), 
encontraram valores consideráveis 
destes em tecidos de cupuaçu e cacau. 
Do mesmo gênero do cacau, que 
apresenta naturalmente uma grande 
quantidade de polifenóis (GRIFFITHS, 
1958); KIIM e KEENEY, 1983), o 
conteúdo desses compostos nos tecidos 
de cupuaçu pode ser um dos fatores que 
influenciaram na baixa frequência de 
formação de calos. 

As pétalas foram responsáveis por 
40% dos tecidos que não responderam 
aos estímulos à calogênese no 
tratamento 1, seguido pelo estaminódio 
(26,7%) e cógula (6,7%). No tratamento 
2, esses valores foram de 83,3% 
(pétalas), 16,7% (estaminódios) e 10% 
(cógulas). O comportamento dos tecidos 
que não responderam à indução sugere 
que a cultura de calos dessa espécie 
requer a presença de 2,4-D exógeno, 
provavelmente por não apresentar níveis 
suficientes de auxina endógena. 

Também se observou que adição de 
carvão ativado no tratamento 2, 
suplementado ao meio de cultura com o 
objetivo de minimizar os efeitos 
negativos da oxidação fenólica durante a 
cultura in vitro, interferiu na calogênese 

nos três diferentes explantes testados. 
Esse fato é reforçado por Winkle et al. 
(2003), que fazem considerações de que 
o carvão ativado promove a adsorção 
também de elementos que promoveriam a 
calogênese, tais como os reguladores de 
crescimento, vitaminas, Fe-EDTA, íons Zn 
e Cu, e outros componentes do meio de 
cultura.

De acordo com Damião Filho 
(1995), certas espécies de plantas são 
recalcitrantes à obtenção de calos em 
quaisquer tipos de explante, sendo que 
algumas gramíneas e muitas espécies 
lenhosas só produzem calos quando são 
empregadas doses altíssimas de auxinas 
no meio de cultura. Rodrigues (2000), por 
sua vez, atribui esses resultados à 
concentração do 2,4-D, que tanto pode 
induzir como inibir a calogênese. 

Além desses fatores, devem ser 
considerados nessa análise a concen-
tração dos sais, bem como a temperatura, 
o fotoperíodo e os agentes geleificantes. 
Neste sentido, os resultados obtidos 
neste trabalho reforçam a necessidade do 
aprofundamento na composição dos 
meios de cultura visando à definição do 
comportamento morfogenético desses 
tecidos com vistas à embriogênese 
somática.

Experimento 2

Conforme demonstrado na Tabela 
2, ambos os tratamentos influenciaram a 
formação de calos em segmentos de 
tecido nucelar, em que o tratamento com 
2,4-D e cinetina (T1), apesar de 
apresentar 56% de calos formados, foi 
responsável por 36% de tecidos não 
responsivos. Os calos apresentavam 
coloração branca e de aspecto cristalino e 
compacto.
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Tabela 2. Influência da associação de reguladores de crescimento na calogênese de tecido nucelar 
de cupuaçuzeiro, aos 100 dias. Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, 2009.

Perda por contaminação (%)
Perda por oxidação (%)
Explante inerte (%)
Explante com calo (%)

8,0 b
0,0 ns
36,0 a
56,0 ns

Tratamento 1
(Meio com 2,4-D e KIN)

48,0 a
0,0 ns
12,0 b
40,0 ns

Tratamento 2 
(Meio com 2,4-D  e 2ip)

Médias seguidas por letras iguais na mesma linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade.

Verificou-se diferença significativa 
entre os tratamentos quanto à 
contaminação, com 48% de perda de 
explantes por agentes contaminantes no 
tratamento, comparado a 8% do 
tratamento 1. Em ambos os tratamentos, 
não ocorreu perda por oxidação durante 
essa fase da calogênese.

Os tratamentos aplicados contri-
buíram para o desenvolvimento de calos 
nos 70 dias de cultura in vitro de 
segmentos nucelares de sementes 
imaturas. A combinação do 2,4-D com 
cinetina ou 2ip, nas concentrações 
testadas, foi bastante favorável à 
iniciação e progressão. Esse fato 
demonstra a necessidade de haver um 
balanço ideal entre os reguladores de 
crescimento para indução e manutenção 
dos calos, sendo variável conforme a 
espécie, a idade e o tipo do explante. 
Entre as auxinas existentes, o 2,4-D e o 
ANA são os mais frequentemente 
empregados na indução de calos e em 
culturas em suspensão (PESCADOR et 
al., 2000).

A formação de calos compactos 
indica a necessidade de outros testes 
com diferentes concentrações desses 
reguladores de crescimento, visto que, de 
acordo com Gaspar et al. (1996), altas 
concentrações dessa auxina podem 

induzir a calogênese. Torres e Caldas 
(1990), por sua vez, alertam que 
concentrações elevadas de auxinas 
podem inibir, dependendo da espécie, a 
formação de calos friáveis. 

Experimento 3

De acordo com a análise de 
variância, não houve diferença estatística 
entre os tratamentos utilizados, sendo 
que todos os meios testados foram 
eficientes na indução de calos em tecidos 
de segmento de epicótilo de cupuaçu-
zeiro com porcentagens que variaram 
entre 100% (tratamento 1) e 50% 
(tratamento 4), e valores intermediários 
de 70% (tratamento 2) e 50% 
(tratamento 3). Apesar de Lopes et al. 
(1997) terem observado que a tiamina 
promoveu o crescimento e incrementou a 
friabilidade de calos de Pilocarpus 
pennatlfolius, no presente trabalho os 
calos formados apresentaram aspecto 
compacto e cristalino. 

A aplicação de TDZ influenciou a 
formação de calos, sendo maior no 
tratamento sem adição de tiamina e/ou 
ANA. Essa interação, apesar de favorecer 
valores entre 70% e 50% de calos, 
considerando a recalcitrância in vitro 
característica de espécies perenes, 
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quanto maior a porcentagem de calos 
obtidos, maior a possibilidade de 
converter essas massas calosas em calos 
embriogênicos e posterior formação de 
embriões somáticos e regeneração de 
plantas. 

Aparentemente o uso de TDZ 
aumenta o potencial da formação de 
calos em segmentos de epicótilo, 
enquanto que a associação com a auxina 
ANA apresentou comportamento oposto. 
Segundo Kaneda et al. (1997), melhor 
performance do TDZ, aparentemente, 
pode estar relacionada a maior atividade 
citocinínica ou a forma de ação diferente 
de outras citocininas durante o processo 
de desdiferenciação e rediferenciação 
celular, como também ao fato de o TDZ 
induzir a acumulação de auxinas e 
citocininas endógenas no tecido 
(MURTHY et al., 1995).

Experimento 4

De acordo com os resultados 
obtidos (Figura 1), verificou-se que os 
segmentos foliares foram responsivos aos 
tratamentos aplicados, com 
formação de calos quando cultivados em 
meio com a combinação citocinina/ 
auxina.

maior 

Flores et al. (2006), estudando a 
indução de calos em explantes de Pfaffia 
tuberosa (Spreng.), verificaram que 
explantes de origem foliar foram os que 
proporcionaram os melhores resultados, 
semelhantes aos obtidos por Dhar e Joshi 
(2005), que, trabalhando com Saussurea 
obvallata, observaram significativa 
influência do tipo primário de explantes 
(hipocótilo, raízes, cotilédones e folhas) 
sobre a taxa de formação de calos, tendo 
sido as folhas a melhor fonte com 100% 
de calogênese.

0

10

20

30

40

50

60

70

80

TDZ 5 TDZ 7 TDZ 10 BAP 2 + AIA BAP 4 + AIA BAP 6 + AIA BAP 8 + AIA

Tratamentos

%

Figura 1. Porcentagem de explantes foliares de T. grandiflorum com calos formados em meio MS sob 
diferentes concentrações de reguladores de crescimento, aos 60 dias após inoculação. Embrapa Amazônia 
Ocidental, Manaus, 2009.
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Segundo Rey et al. (1980), auxinas 
e citocininas são exigidas para o 
crescimento de calos. As primeiras 
propiciam um calo mais friável, enquanto 
as outras, calos mais firmes. Assim como 
observado nos resultados apresentados 
neste trabalho, a concentração dos 
reguladores de crescimento influencia o 
desenvolvimento da cultura de calos in 
vitro e, geralmente, concentrações 
semelhantes de auxinas e citocininas no 
meio promovem a formação de calos. 
Esses resultados confirmam o relato de 
Tisserat (1985), ao verificar que a 
produção de calos pode ser induzida 
apenas pela adição de auxina; entretanto, 
quando foi adicionada citocinina, a 
proliferação dos calos aumentou.

Conclusões

Nenhum dos experimentos (1 a 4) 
avaliados apresentou proliferação de 
calos embriogênicos até o final da 
cultura, sendo que no primeiro 
experimento alguns calos com 
aspecto semifriável e coloração mais 
clara escureceram ao final da 
permanência no meio de indução.

Para iniciar o processo de cultura de 
calos para o cupuaçuzeiro, é 
imprescindível a suplementação do 
meio nutritivo com reguladores de 
crescimento.

Todos os tecidos testados demons-
traram competência para a diferen-
ciação celular, sendo necessário, 
contudo, novos experimentos com 
variações na composição do meio de 
cultura (sais, vitaminas, aminoácidos, 
carboidratos, entre outros compostos) 
visando à formação de calos 
embriogênicos, à maturação e à 
germinação de embriões somáticos e 
regeneração de plantas completas.
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