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Inducao de Calogénese
em Tecidos Imaturos de
Theobroma grandiflorum

Graziela Silva dos Santos
Regina Quisen

Resumo

O entendimento do processo de embriogénese somatica em Theobroma
grandiflorum (cupuacguzeiro), além de auxiliar a producédo em larga
escala de plantas-elites, pode servir como base para programas de
melhoramento do cupuacuzeiro visando a producao de plantas
resistentes a doencas, como a vassoura-de-bruxa, e a alta producéao de
frutos. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo induzir a
formacao de estruturas embriogénicas in vitro a partir de explantes
imaturos de plantas selecionadas de 7. grandiflorum. A utilizagdo em
meio DKW de 2,4-D a 0,44 uM associado a TDZ a 0,002 uM induziu
maior formacao de calo em explante do tipo cégula (60%) comparada a
0,001 de TDZ, enquanto essas concentracdoes apresentaram mesma
eficiéncia para explante do tipo ligula (20%). As pétalas nao foram
responsivas aos tratamentos testados. Segmentos da camada residual
do tecido nucelar em sementes imaturas demonstraram elevada
capacidade morfogénica proporcionando a formacao de embrides
somaticos nas condicoOes testadas.

Palavras-chave: cupuacuzeiro, cultura de tecidos, embriogénese
somatica.
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Introducao

As biotecnologias modernas baseadas na cultura de tecidos de plantas
sdo ferramentas de grande contribuicdo na producao de mudas clonais
de qualidade genética e fitossanitaria, as quais sdao obtidas partindo-se
de metodologias in vitro desenvolvidas especificamente para cada
espécie.

Dentre as diversas técnicas de cultura de células e tecidos de plantas, a
embriogénese somatica tem se destacado como “teoricamente” a
melhor opcao para a propagacao de espécies perenes. Esse processo
consiste no desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas
diploides ou haploides sem a fusdo de gametas (SCHULTHEIS et al.,
1990), formando uma estrutura bipolar independente, desenvolvida a
partir da: (1) inducéo e ativacao de células totipotentes; (2) formacao
de células ou grupo de células embriogénicas; (3) diferenciacao bipolar;
e (4) desenvolvimento do embridao segundo os estadios embrionarios
caracteristicos, maturacdao e germinacao de maneira similar aquela que
ocorre com o embrido zigético (TISSERAT, 1985).

A aplicacado dessa técnica na clonagem in vitro de fruteiras tropicais, tal
como o cupuaguzeiro (7. grandiflorum), é ainda bastante incipiente e
sem resultados conclusivos, principalmente no que diz respeito a
definicao de protocolos para producdo massal de mudas clonais. Dentre
os poucos estudos existentes com o género Theobroma, alguns autores
concluiram que a ativacao de uma resposta morfogenética in vitro pode
estar relacionada a diversos fatores, como tipo e estagio de
desenvolvimento dos explantes, meio de cultura e tipo e concentracao
de reguladores de crescimento (FERREIRA et al., 2005; LEDO et al.,
2002; RODRIGUES, 2000).

Considerando que esses aspectos sao essenciais para explorar o
potencial dessa cultura e, dessa maneira, desenvolver técnicas como
uma ferramenta para melhoramento, conservacao e propagacdo massal
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da espécie, este trabalho teve como objetivo induzir a formacao de
estruturas embriogénicas in vitro a partir de tecidos imaturos de plantas
selecionadas de 7. grandiflorum, e assim contribuir para o entendimento
do processo de embriogénese somatica dessa espécie.

Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, Amazonas.

Explantes e assepsia: sementes recém-colhidas de
matrizes

Sementes recém-colhidas de matrizes selecionadas de cupuacuzeiro (7.
grandiflorum) foram despolpadas manualmente, lavadas em agua
corrente e imersas em solucdo hipoclorito de sédio comercial a 50%
(v/v) por 24 horas. Apdés enxadgue em 4agua estéril, as sementes foram
levadas para ambiente asséptico de camara de fluxo laminar, das quais
foram retirados segmentos da camada residual do tecido nucelar e
imersos em alcool 70%, por 60 segundos, seguido de solucao
hipoclorito de s6dio comercial a 50% (v/v) por 15 minutos sob agitacao.
Os explantes foram lavados em agua estéril e novamente reduzidos para
a selecao de fragmentos do tecido nucelar e posterior inoculacdo em
meio de cultura.

Também foram coletados botdes florais imaturos de matrizes
selecionadas de cupuacuzeiro, os quais foram desinfestados com a
imersdo em alcool 70% + Tween 20 (3 gotas/100 mL) por 60
segundos e, em seguida, em solucao de hipoclorito de sédio comercial a
50% (v/v) por 15 minutos sob agitacao e lavados cinco vezes em agua
destilada e autoclavada. Apds assepsia, 0s botdes florais foram abertos
isolando-se os estaminddios, as ligulas e cégulas, para posterior
inoculacdao em meio de cultura.
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Meios de cultura e avaliacao

As pecas florais foram inoculadas em placas de petri contendo 30 mL
de meio de inducado a calogénese (MIC) composto por sais e vitaminas
de DKW (DRIVER; KUNIYUKI, 1984) suplementado com 2% de glicose,
250 mg L' de glutamina, 200 mg L inositol e 0,6% &gar. Os
tratamentos foram constituidos pela auxina 2,4-D (0,44 uM) combinada
com a citocinina TDZ (0,001 uM e 0,002 uM). As culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 26 °C+2 °C na
auséncia de luz por 30 dias e entao transferidas para meio de mesma
composicao por trés subculturas consecutivas.

Os segmentos (tecido nucelar) foram inoculados inicialmente em meio
MIC, sendo mantidos em sala de crescimento com temperatura de 26
°C £2 °C na auséncia de luz por 20 dias e depois transferidos para meio
de mesma composicao por quatro subculturas consecutivas. Para a
diferenciacdao embriogénica (MEB), os calos formados foram transferidos
para meio DKW suplementado com os reguladores 2,4-D (0,11 uM ou
0,44 uM) em combinacdo com as citocininas BAP (0,11 uM) ou TDZ
(0,001 uM). Na fase de diferenciacao (MD), as estruturas embriogénicas
foram transferidas para meio de cultura DKW na auséncia (meio basico)
e na presenca de complementacdo com KNO3 (0,3 g L") e 2,56 uM dos
aminodcidos arginina, glicina, leucina, lisina e triptofano (meio
modificado). As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 26 °C+ 2 °C na auséncia de luz por 20 dias.

O desenho experimental adotado foi inteiramente casualizado com 5 a 8
repeticoes por tratamento, sendo considerada como unidade amostral a
placa contendo de 5 a 15 explantes cada. Ao final de cada subcultura
foram avaliadas a presenca ou auséncia de calos, tipologia de calos
(fridveis ou compactos, nodulares, globulares ou embriogénicos) e a
perda de explantes (contaminacao e oxidacao). Na fase de diferenciacao
foi avaliada a producao de biomassa por meio da pesagem das
estruturas formadas em cada tratamento no momento da subcultura e
apds 20 dias de crescimento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey a 5% de significancia para a comparacao de
médias dos tratamentos.
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Resultados e Discussao

A inoculacao de pecas florais resultou em elevada perda de explantes,
devido principalmente a contaminacao bacteriana. A formacéao de calos
foi visivel a partir 38 dias de cultura nos explantes cégula e ligula, que
foram responsivos aos tratamentos aplicados (Tabela 1). Esses calos
apresentaram aspecto semifridvel e de coloracédo branca para todos os
explantes. Assim como no presente trabalho, Traore (2000) também
observou que estaminoides de flores de cacau foram mais responsivos
do que pétalas, produzindo acima de 99% de estruturas embriogénicas
e aproximadamente 20 embrides responsivos por explante. Igualmente a
Lu (1993) e Ledo et al. (2002), este trabalho demonstrou que a
combinacao dos reguladores do tipo auxina e citocinina foi essencial
para a promocao da divisao celular e formacao de calos friaveis em 7.
grandiflorum, sendo importantes os ajustes no meio de cultura, de
acordo o tipo de explante e genétipo.

Tabela 1. Comportamento de explantes florais de cupuacuzeiro apés 90 dias em
meio de inducao a calogénese. Manaus, fevereiro de 2012.

Porcentagem de explantes

Tratamento Pétala Cégula Ligula
Calo Inerte Perda Calo Inerte Perda Calo Inerte Perda
1 0 35 65 20 7.5 72,5 20 15 65
2 0 42 58 40 0,0 60,0 20 14 66

Os segmentos de tecido residual da camada nucelar formaram calos que
ao longo das subculturas diferenciaram-se e, ao final de 100 dias, os
aglomerados com calos nodulares e globulares formaram estruturas pré-
embriogénicas e embrides em diferentes fases de desenvolvimento. A
aplicacao do teste de F demonstrou nao haver diferenca significativa
entre os meios de cultura testados, que resultaram no aumento em 3,7
(meio modificado) e 3,3 vezes (meio basico) a biomassa inicial de
estruturas embriogénicas, pré-embridoes e embrides somaticos.
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Apesar de nao distinguirem estatisticamente, observou-se que o meio
de cultura modificado contribuiu para maior vigor e qualidade das
estruturas embriogénicas formadas. Esse comportamento também foi
observado por Traore (2000), ao submeter explantes florais de
Theobroma cacao ao meio DKW complementado com mesmos
aminoacidos e nitrato de potassio, concluindo que esses nutrientes
contribuiram nao somente para o aumento da taxa de conversao de
embrides, mas também na producao de brotacdes normais. Esse mesmo
autor alerta, no entanto, que a producao de grande nimero de embrides
nao significa maior producao de plantas aptas para aclimatacao.

Conclusoes

Para as condicdes nas quais foi conduzido o presente trabalho pode-se

concluir que:

* Os explantes coégula e ligula, obtidos de flores imaturas de 7.
grandiflorum, responderam ao meio de indugao a calogénese DKW
suplementado com 2,4-D e TDZ com a formacao de calos com
aspecto branco e fridvel.

* O tecido residual da camada nucelar de sementes imaturas de
cupuacuzeiro apresentou elevada capacidade embriogénica e com a
formacao de eixos embrionarios de maior qualidade quando
cultivados em meio DKW basico complementado com KNO, (0,3 g L)
e 2,5 uM dos aminodacidos arginina, glicina, leucina, lisina e triptofano
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