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INTRODUCAO

O cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum) é uma arvore frutifera, pertencente a familia das
Sterculiaceas, que encontra-se disseminada por toda a bacia Amazoénica, sendo esporadicamente
encontrada em outros paises como a Colémbia, Venezuela, Equador e Costa Rica (Venturieri et al.,
1985). O maior valor da espécie esta na polpa, que se encontra aderida as sementes, é de cor branca-
amarelada, sabor 4cido e cheiro agradavel caracteristico, sendo utilizada in natura ou na fabricagao
de néctar enlatado, sorvetes, licores, compotas, geléias, iogurtes, etc (Calzavara et al., 1984;
Venturieri et al., 1985). Face ao enorme potencial deste fruto nos mercados interno e externo, surge
a necessidade de incrementar as pesquisa basicas com esta valiosa espécie do género Theobroma.
Certas espécies de plantas sdo recalcitrantes a obtengdo de calos em quaisquer tipos de explantes,
sendo que algumas gramineas e muitas espécies lenhosas s6 produzem calos quando sdo
empregadas doses altissimas de auxinas no meio de cultura (Damido Filho, 1995). Singha (1982)
observou aumento da disponibilidade e absor¢do de nutrientes pelos explantes, quando estes foram
colocados em meios liquido e semi-solido. Os meios liquidos também permitem melhor diluicdo de
exsudatos oriundos do explante, evitando, desta forma, o acumulo de compostos tdxicos. Este
trabalho teve como objetivo estudar o efeito da concentragdo de auxina e do meio liquido sobre o
desenvolvimento de calos de cupuacu.

METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Celular do Nucleo de Biologia
Aplicada, pertencente & Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. Foram utilizados como fonte de
explantes, eixos embrionarios e cotilédones, obtidos de sementes de frutos imaturos de cupuagu. As
sementes foram imersas em solucéo de 20% de hipoclorito de sédio (alvejante comercial), durante
10 minutos, seguindo-se trés lavagens com &gua bidestilada. Em condigdes assépticas, 0s
cotiledones foram segmentados e os eixos embrionarios das sementes foram divididos em: regido da
plimula, radicula e hipocétilo. A seguir, esses explantes foram esterilizados com solucdo Ao (anti
oxidante) por 1 hora e, posteriormente, imersos numa solu¢édo de 9 ml LS (sais e vitaminas MS -
Murashige e Skoog, 1962) + 1 ml de Ao por dez minutos.Os explantes foram cultivados em placas
de Petri descartaveis e as culturas mantidas em sala de crescimento, com temperatura variando de
24 a 28° C em condigdes de escuro. Para cada condicdo foram feitas 10 repetices empregando-se
0s seguintes meios: Meio 1: (50%) sais MS (2,15 g/L) sacarose (60 g/L), &gua de coco (100 ml/L),
2,4-D (1; 2; 4; 8 mg/L), cinetina (0,5 mg/L), gelrite (2,5 mg/L) e pH 5,3 antes da autoclavagem;



Meio 2: sais N6 (4 g/L), acrescidos de vitaminas N6 (1000 x) (1 ml/L), sacarose (20 g/L), caseina
hidrolizada (100 mg/L), 2,4-D (0; 2; 4 mg/L), ANA (0; 3; 5 mg/L), a4gua de coco (50 ml/L),
phytagel (2,5 g/L) e pH 5,8; Meio 3: igual ao meio anterior suplementado apenas com ANA (3
mg/L); Meio 4: (100%) sais MS (4,30 g/L), acrescidos de vitaminas LS (1 ml/L), sacarose (60 g/L),
inositol (100 mg/L), ANA (1 mM), phytagel (3,0 g/L), pH 5,8.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 6 semanas, calos foram observados em segmentos de eixos embrionarios no meio 1, em todas
as concentracoes de 2,4-D testadas, com énfase para a regido do hipocétilo. Explantes cultivados
nas concentracdes menores de 2,4-D (1 e 2 mg/L) apresentaram calos com aspecto branco e
brilhante, enquanto aqueles cultivados nas maiores concentragdes (4 e 8 mg/L) apresentaram um
aumento distinto de tamanho, boa formacdo de calos brancos, com partes amareladas, aspecto
gelatinoso, que secaram apds alguns subcultivos. Janick (1986) afirmou que altas concentraces de
2,4-D mais &gua de coco estimulam a producdo de calo e anulam a inducdo de embrido. Para
segmentos cotiledonares, nas concentragdes menores de 2,4-D, os explantes ficaram cobertos por
calos grandes, brancos e brilhantes, que ficavam amarelados, enquanto que nas concentragdes mais
altas (4 e 8 mg/L) houve apenas a formacdo de massa calosa branca, seguida de escurecimento.
Apo6s 8 semanas, verificou-se o escurecimento e morte dos calos em todas as concentracOes
empregadas, 0 que poderia ser atribuido a combinacdo de 2,4-D com &gua de coco. Estes resultados
concordam com os de Kononowicz et al. (1984), empregando embrifes zigéticos imaturos de
cacau, que observaram escurecimento e morte dos calos, em resposta & combinacéo de 4gua de coco
e 2,4-D acima de 2 mg/L. Apds 6 semanas no meio 2, notou-se a presenca de raiz em segmentos de
hipocatilo, no meio sem regulador de crescimento, e calos em segmentos radiculares. Estes efeitos
podem ser devidos a presenca de dgua de coco no meio de cultura. Legrand et al. (1984) concluiram
que a agua de coco favoreceu a rizogénese e calogénese em hipocoétilo de plantulas de cacau, com
emprego de meio basico, sem regulador de crescimento. Calos brancos fridveis foram observados
em todos os outros meios empregados, sendo estes mais pronunciados também na regido do
hipocétilo. Os meios que continham apenas ANA (3; 5 mg/L) apresentaram 0 maior nimero de
raizes acompanhados de massa calosa enquanto os meios que continham ANA e 2,4-D (3; 2 mg/L)
apresentaram calos brancos e raizes. Com cotilédones também houve inducdo de calos, que
escureceram e secaram, nao sendo evidenciado nenhum calo embriogénico nestes meios. Os calos
foram subcultivados a cada 15 dias nestes meios e, ap6s um més, foram transferidos para meio
liquido, sem regulador de crescimento, a fim de estimular o aparecimento de estruturas
embriogénicas. Ranch (1993) afirmou que a maturacdo em meio liquido facilitaria a pronta
conversdo de maior numero de embrifes somaticos. As culturas foram dispostas em frascos
Erlenmeyer, os quais foram mantidos sob agitagdo continua em agitador a 120 r/min, intercalando
luz e escuro. Apés 3 dias nestas condi¢des, observou-se aumento de tamanho dos explantes, bem
como escurecimento dos mesmos. Ap6s 15 dias nestas condicdes, as culturas foram transferidas
para um meio sélido, no caso o meio 3, empregando-se 3 mg/L de ANA, com o objetivo de
estimular o aparecimento de estruturas embriogénicas. Apesar do escurecimento dos explantes, 3
semanas apos observou-se o aparecimento de calos amarelos, com aspecto friavel. Estes resultados
também foram obtidos por Figueira e Janick (1993), empregando tecido nucelar de cacau como
explante. As culturas foram mantidas nesse meio durante 5 semanas sendo, em seguida, transferidas
para um meio de regeneracdo, o0 meio 4. As culturas foram subcultivadas a cada 7 dias neste meio
e, ap6s um més, observou-se que os calos permaneceram indiferenciados.

CONCLUSOES

1. aregido do hipocotilo do eixo embrionério de cupuagu apresentou maior calosidade;



2. as maiores concentragdes de 2,4-D (4 e 8 mg/L) promoveram bom desenvolvimento de
segmentos de eixos embrionarios, acompanhados de calos brancos;

3. ANA promoveu o0 aparecimento de raizes e formagao de massa calosa;

4. a combinacdo de ANA e 2,4-D (3; 2 mg/L) promoveu o aparecimento de raizes e calos brancos
em segmentos de hipocétilo;

5. adgua de coco favoreceu a rizogénese e calogénese em meio sem reguladores;

6. 0 meio liquido favoreceu o aparecimento de calos fridveis.
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