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Resumo: A obtencdo de materiais homogéneos de cupuacu @lasafio para o
aumento da expansdo da cultura no campo. Assinma-8® interessante o
estabelecimento de um protocolo de clonagem deriaiatsuperiores dessa espécie,
visando o aumento da produtividade. Portanto, ésdmlho teve como objetivo o
estudoin vitro de cogulagle cupuacu considerando diferentes tempos de culivs
explantes nos meios de cultura. Consideramos oveulle 14 dias em meio PCG,
seguido de 14 dias em meio SCG como a melhor candie cultivo para a calogénese

invitro a partir de cégulas de cupuacu.
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Introducao

A espécieTheobroma grandiflorum (Willd. ex. Spren g.) Schum., pertencente a
familia do cacau, € originaria da Amazoénia brasildbrnando-se conhecida devido sua
polpa cremosa de sabor exético. O valor relativaenaito do mercado da polpa da
fruta, torna o cupuagu cada vez mais atraente,acdemanda ultrapassando o estoque
em algumas regides sul americanas (Calzavarg é084).

Dentre os entraves para a expansao da culturaegmcaosassoura-de-bruxa €
responsavel pelos maiores impacto econémico naupéad além da hetorogeneidade
das plantas no campo, dificultando a realizacaexgerimentos e analises de dados, e 0
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processo de producdo como colheita e processardanpolpa (Cruz e Alves, 2002).

Portanto, materiais resistentes ao fumgoniliophthora perniciosa (Stahel) Singer e
homogéneos é a atual demanda para a expansaoéteeedfesse sentido a cultura de
tecidos pode ser utilizada estrategicamente pamgirattais objetivos. Logo, esse
trabalho teve como objetivo estudar o processalbtgyénesen vitro a partir de cégulas

de cupuacu cultivadas em meio de cultura propastd.ipe colaboradores (1998).

Material e Métodos

Botdes florais no estagio de pré-antese do clon#gaj@s, coletados do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Orierdgleriodo de 8h as 10h, foram
armazenadas em agua destiladas, para serem usadosstabelecimento dos
experimentos. Os botdes florais foram desinfestadogsapela de fluxo laminar usando
alcool comercial (92,8%) por 1 minuto, e posteriente imersos em solugdo de
hipoclorito de calcio [Ca(CIQ) a 4% e 6 gotas de tween, por 15 minutos, antes de
serem lavados por 5x com agua destilada estéril.cédgulas foram isoladas e
introduzidas em nimero de 5 por frasco, considerdnepeticdes por tratamento.

Considerando o protocolo sugerido para cacau pog tblaboradores (1998),
foram usados 3 meios de cultura sequenciais: [ACGVeio — crescimento primario de
calos); SCG (2°. Meio — crescimento secundario desy ED (3°. Meio —
desenvolvimento de embrifes)], e os tratamentoanfoestabelecidos de acordo o
tempo de cultivo no primeiro e segundo meios déveulO meio PCG foi constituido
de sais e vitaminas DKW (Driver e Kuniyuki, 1984jplementado com 2,0 md.te
2,4-D; 5x10° mg.l! de TDZ; acrescido de 20 g.tle glicose; e pH ajustado para 5,8,
semi solidificado com 2,0 g'lde phytagel, antes da autoclavagem por 20 minei® m
SCG, conteve sais WPM (Lloyd e McCown, 1980) emiteas de Gamborg; 2,0 mg.|
de 2,4-D; 0,05 mgli de BAP; 20 gi de glicose; pH ajustado para 5,8, e semi-
solidificado com 2,2 g de phytagel; enquanto o meio ED conteve saisamifitas
DKW, suplementado com 30 ddle sacarose; 1 mg.dle glicose; 2 gide phytagel.

Foram realizados 8 tratamentos: T1l, T2 e T3, timeas coOgulas cultivadas
durante 14 dias em meio PCG, seguida do subcultvd meio (SCG), sendo de 14, 21

e 28 dias, respectivamente. As cogulas dos tratemeld e T5 foram cultivadas
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durante 21 dias no meio PCG, antes de serem adsvao 2meio (SCG) por 21 e 28,

respectivamente. Enquanto os tratamentos T6, T®B,eqlie tiveram o0s explantes
cultivados durante 28 dias no meio PCG, foram fesit®s para o cultivo no’ 2neio

(SCG), sendo de 14, 21 e 28 dias, respectivam@atedgulas foram cultivadas todo o
tempo no escuro em temperatura de 25 * 3°C, e bnbdas a cada 14 dias no3° meio

(ED). Os dados foram obtidos apos 70 dias de cuitovescuro.

Resultados e Discusséo
As cégulas introduzidas em meio de cultura escuzet@pds 15 dias de cultivos,
devido ao processo natural de oxidacdo. Na maidos tratamentos, observou-se
intensa oxidacao dos tecidos vegetais aos 70 diavaliacdo. Consequentemente, ndo
foi observado respostas morfogéniaasitro nos tratamentos T3, T4 e T8. Entretanto,
as cogulas submetidas ao T1 comecgaram a apreesrgameiros sinais de calejamento

com 20 dias de cultivo (Tabela 1).

Tabela 1 Respostan vitro de cégulas de cupuacu, em percentagem de caldmridn(14 dias em PCG,
14 dias em SCG), T2 (14 dias em PCG, 21 dias em)SC%(14 dias em PCG, 28 dias em
SCG), T4 (21 dias em PCG, 21 dias em SCG), T5 {@4 em PCG, 28 dias em SCG), T6 (28
dias em PCG, 14 dias em SCG), T7 (28 dias em PC@Ejds em SCG), T8 (28 dias em PCG,
28 dias em SCGQG).

Tratamentos Sem resposta Calos pequeno Calos médio g@alde
Tl 40 5 20 35
T2 80 20 0 0
T3 100 0 0 0
T4 100 0 0 0
T5 95 0 5 0
T6 80 20 0 0
T7 80 20 0 0
T8 100 0 0 0

Os tratamentos T6 e T7 apresentaram calos brarempsepos, caracteristico do
calejamento inicial observado nas respostas ddameg; enquanto que 5% dos calos
pequenos evoluiram para calos de tamanho grand€S aos 70 dias de cultivo, sendo
de coloracdo branca e apresentando maior resiatédsi melhores resultados foram
obtidos no tratamento T1, onde obteve-se explartias calos em distintas fases de

desenvolvimentos, apresentando coloracdo escura células arredondadas e
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brilhosas. Ainda, 5% desses explantes desenvolveaéras que foram consideradas

curtas e grossas. O protocolo apresentado pordli €1998) também tem resultado no
desenvolvimento de uma pequena porcentagem des raimeestaminodides de cacau.
Entretanto, apds a eliminacdo destas, juntamente a@cubcultivo dos explantes em
meio ED, ocorre a formagédo de embrides sométicasciau.

Conclusao
Cégulas de cupuacu cultivadas 14 dias em meio DiK@lido de 14 dias em
meio WPM responderam de modo semelhante a ressilggmiesentados para cacau.
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