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Resumo: Existe dificuldade para obtenc&o de plantios homegg de cupuacguzeiro, 0
que dificulta sua expansao. Portanto, a obtencdamndeprotocolo de clonagem e
multiplicacdo para essa espécie torna-se intenedseapenas para 0s programas de
melhoramento da espécie, mas também para uso atioplaomerciais. Nesse sentido,
esse trabalho objetivou o estudo de estamindrdgdro de cupuacu, considerando-se
variagbes no tempo de cultivo nos meios de obtededmalos. Os explantes cultivados
durante 28 dias em meio DKW e 14 dias em meio WPRktsentaram os melhores

resultados para a obtencao de calos de cupuacu.

Palavras-chave:calogénese, cultura de teciddbgobroma grandiflorum

Introducao
CupuacguzeiroTheobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.), nativo da
Amazonia, necessita expandir sua producao, deeitegdo mercadologica e demanda
por novos produtos. Entretanto, a dificuldade pamanogeneizacdo de plantas no
campo compromete o aumento da producdo. Ademasieaxn numero limitado de
cultivares resistentes ao patégevioniliophthora perniciosa (Stahel) Singer, causador
da vassoura-de-bruxa, que é responsavel por araoemaiores impactos econdmicos

na producéo, por comprometer o rendimento dosiptflves, 2003).
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A obtencdo de materiais resistentes e homogénaos desafio para a expansao

da cultura. Nesse sentido, estudos de microprofagde cupuaguzeiros tornam-se
estratégicos devido a possibilidade de multiplioagdn larga escala de materiais
resistentes a doenca. Com esse objetivo, os esim@dms concentrados no processo de
calogénese de cupuaguzeiro, visto essa ser a mimeiapa envolvida no
estabelecimento de um protocolo de micropropaggisia essa espécie. Por ser
filogeticamente proxima ao cacaueiro, o qual dispéegrotocolos para embriogénese
somatica, selecionamos um protocolo de micropra@amasugerido por Li e
colaboradores (1998), para avaliar o comportameénteitro de estaminoides de

cupuacu.

Material e Métodos

Botdes florais do clone Codajas, coletados do Baktom de Germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental, foram usados para deseimento dos experimentos.
Em capela de fluxo laminar, os botbes florais formubmetidos a assepsia utilizando
alcool comercial (92,8%) por 1 min, seguido a irderem solugcédo de hipoclorito de
calcio a 4% contendo 6 gotas de tween, por 15 amtges de serem lavados por cinco
vezes com agua destilada autoclavada. Os estamindalam retirados dos botdes
florais, sendo introduzidos 5 explantes por frasconsiderando 4 repeticbes por
tratamento. Considerando o protocolo de Li et1#898), constituido basicamente de 3
meios de cultura [PCG-crescimento primario de c@lds meio); SCG- crescimento
secundario de calos (2°. meio); ED-desenvolvimetto embrido (3°. meio)], os
tratamentos foram estabelecidos de acordo o terapmulivo no primeiro e segundo
meios.

Os explantes foram inoculados no meio PCG, conteai e vitaminas DKW
(Driver e Kuniyuki, 1984); suplementado com 2,0 lrigde 2,4-D; 5x13 mg.l-* de
TDZ; acrescido de 20 g.lde glicose; pH ajustado para 5,8, e solidificaoim @,0 g.I*
de phytagel. Em seguida, os explantes foram tradefepara o meio SCG, contendo
sais WPM (Lloyd e McCown, 1980) e vitaminas de Gargh2,0 mg de 2,4-D; 0,05
mg.I"* de BAP; 20 g:f de glicose; pH de 5,8, e solidificado com 2,2 glé phytagel.

Em seguida, os tecidos vegetais foram transfermpiba meio ED contendo sais e
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vitaminas DKW, suplementado com 30gle sacarose; 1 mg.tle glicose e 2 gllde

phytagel. A avaliacdo final dos resultados foideipds 2 meses de cultivo.

Foram realizados 8 tratamentos: T1, T2 e T3, queaim 0s explantes cultivados
durante 14 dias no meio PCG, discriminando-se esitpelo tempo de cultivo no 2
meio (SCG), que foram de 14, 21 e 28 dias, resmaugnte. Os tratamentos T4 e T5,
que tiveram os explantes cultivados durante 21 miasieio PCG, e diferiram entre si
pelo tempo de cultivo no’ 2neio (SCG), que foi de 21 e 28 dias, respectivamen
Enquanto os tratamentos T6, T7 e T8, que tiverarexptantes cultivados durante 28
dias no meio PCG, diferiram entre si pelo temp@ulévo no 2 meio (SCG), que foi
de 14, 21 e 28 dias, respectivamente. Apds 0 outtts explantes nos dois meios de
cultura, estes foram transferidos para’ an&io (ED), constituido de sais e vitaminas
DKW, suplementado com 30 g.He sacarose; 1 mg.tle glicose; 2 g1de phytagel.
Todos os tratamentos foram mantidos no escuro,mgpdetura de 25 + 3°C e

subcultivadas a cada 14 dias no meio ED.

Resultados e Discusséo

Apéds 20 dias de cultivos, observou-se o escuredond® 80% dos estamindides
introduzidos, sendo que 15% dos submetidos nomeatto T6 apresentaram calos de
tamanho pequeno. Aos 40 dias de avaliacdo foi Msw o surgimento de calos no
tratamento T1, onde 10% dos explantes apresentasms de tamanho pequenos,
enquanto os tratamentos T6, T7 e T8 apresentar&on Blo e 20% de calos pequenos,
respectivamente, com coloracdo branca, mas detagpete. Ao final de 60 dias, 50%
dos explantes do tratamento T1 apresentaram caltswhnho médio, e entre estes, 5%
apresentaram raizes de aproximadamente 1 cm ndoredp calejamento. Os
tratamentos T6, T7 e T8 apresentaram 65%, 15% edz0éalos de tamanho pequeno,
respectivamente, sendo que T8 também apresentowl@5¥4los com tamanho médio.
Apesar do tratamento T6 resultar na obtencao aes geEquenos, este foi considerado o
melhor tratamento devido a porcentagem de estad@aogue responderam, e da
qualidade dos calos obtidos, apresentando consigténole e coloracdo clara. Os
demais tratamentos, T2, T3, T4 e T5, ndo resultaeam resposta aparente dos

estaminoides, apresentando intensa oxidacao dalér&0 dias de cultivo.



D

b

Como acontece em protocolos de embriogénese sandgicacau, o cultivo de
estaminoides responde de modo satisfatorio ao gsocdge calogénese, sob condicdes
de cultivo semelhante as apresentadas nesse walfalemais, os meios usados no
experimento atual mostraram-se eficientes paraooegso de calogénese em cupuacu,
entretanto, o tempo necessario para a obtenca@lde em cupuacu € maior que o

necessario para obtencao de calos em cacau colivadtro (Li et al., 1998).

Concluséao
E possivel obter calos de cupuacu de tamanho raduiotir do cultivdn vitro de
estaminoides, sendo que o cultivo por 28 dias em REG e 14 dias em meio SCG

apresentaram as melhores respostas quanto a cedegevitro.
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