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Resumo: Este trabalho teve por objetivo induzir calosvitro em estaminoides de cupuaguzeiro
retirados de botdes florais e cultivados em meiocdéura DKW e WPM. Os explantes foram
inoculados no meio de cultura DKW para crescimg@mimario de calos. Os tratamentos diferiram na
concentracéo dos reguladores de crescimento usesigsiais foram TDZ e 2,4-D, T1: 0,0025 mig.L
de TDZ e 1 mg.I* de 2,4-D; T2: 0,005 mg'tde TDZ e 2 mg.I* de 2,4-D; T3: 0,01 mgtde TDZ e

4 mg.L* de 2,4-D; T4: 0,015 mg:t.de TDZ e 6 mg.llde 2,4-D; T5: 0,02 mg:t de TDZ e 8 mg.*

de 2,4-D; T6: 0,02 mg:tde TDZ e 4 mg.l'de 2,4-D e T7: 0,01 mgide TDZ e 8 mg.L'de 2,4-D.
Apos 14 dias, foram transferidos para meio de @lWWPM e avaliados ao final de 150 dias. Os

melhores resultados foram obtidos nos tratamertp3d e T6, devido a qualidade dos calos.
Palavras-chave:cultura de tecidos, reguladores de crescimdhiggbroma grandiflorum.

Introducgéao

A utilizagdo de material ndo selecionado em plan@oconsiderada uma das causas da baixa
produtividade dos pomares de cupuacuzdihedgbroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.) na
regido Amazobnica, juntamente com uma porcentagem pldatios suscetiveis ao patdgeno
Moniliophthora perniciosa (Stahel) Singer, causador da vassoura-de-bruxa ZZRWBLVES, 2002).
A grande variabilidade genética compromete ndo gdroautividade, como também dificulta a
uniformidade das parcelas em trabalhos experingentai

O desenvolvimento de plantulas constituidas pordty@rs superiores e homogéneos seria

fundamental para viabilizar uma solugéo para essdgma. Nesse sentido, a cultura de tecidos é uma
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alternativa, pois permite obter material uniformsekecionado (CID, 2010).

Devido o interesse em estabelecer um protocololagagem de materiais superiores para o
cupuacu, partiu-se de experimentacdes realizadas gacaueiro, por apresentarem familiaridade
botanica, adaptando-se um protocolo de embriogésesgtica usado na cultura do cacau a
cupuacuzeiro. Objetivou-se induzir calos vitro em estaminoides de cupuacuzeiro, visto que a

calogénese é considerado como o primeiro passoggeaeracao de plantawsvitro.

Material e Métodos

Estaminoides foram extraidos de botBes florais wlivar BRS Codajas, gendtipo 186 de
cupuacuzeiro, pertencente ao banco ativo de geasmmpl da Embrapa Amazoénia Oriental. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Biotdogia e Recursos Genéticos da mesma
instituicdo. Em camera de fluxo laminar, efetuowassepsia dos botdes florais imergindo-os em alcool
comercial (92,8%) durante 1 min, seguido de solwW&da(ClO) a 4% acrescido de seis gotas de
tween por 15 min, sob constante agitacdo, seguindeagens com agua destilada autoclavada.

Para o cultivo dos estaminoides, foram utilizadossequéncia trés meios de cultura descritos no
protocolo de embriogénese somatica sugerido pet &l (1998): meio para o crescimento primario de
calos (CPC) por 14 dias, para o crescimento secaandé calos (CSC) por 14 dias e meio para o
desenvolvimento de embrido (DE), neste meio denaulbs explantes foram subcultivados a cada 14
dias até completar 150 dias. Os explantes foranoviglns dos botdes florais e inoculados em meio de
cultura DKW (DRIVER E KUNIYUKI, 1984) para crescim® primario de calos (CPC),
suplementado com vitamina DKW, glicose 20 fdlutamina 250 mg.Et e mio-inositol 100 mg.t. A
este mesmo meio foram adicionados diferentes cagbes dos fitorreguladores TDZ (tidiazuron) e
2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético). T1: 0,0025 md.de TDZ e 1 mg.t* de 2,4-D; T2: 0,005 mg:tde
TDZ e 2 mg.[* de 2,4-D; T3: 0,01 mg:tde TDZ e 4 mg.l! de 2,4-D; T4: 0,015 mgtde TDZ e 6
mg.L'de 2,4-D; T5: 0,02 mg:t de TDZ e 8 mg.t de 2,4-D; T6: 0,02 mg:t. de TDZ e 4 mg.l* de
2,4-D e T7: 0,01 mgtde TDZ e 8 mg.l de 2,4-D.

Os explantes foram transferidos para meio de anestb secundario de calos (CSC),
constituido de sais de WPM (LLOYD & MCCOWN, 198®uplementado com vitaminas de
Gamborg, 2 mg.t de 2,4-D, 0,05 mg.L de BAP e 20 g.t de glicose. Em seguida, os calos foram

cultivados em meio de desenvolvimento de embri@s),(composto de sais e vitaminas DKW,
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suplementado com 30 g'ldesacarose; 1 g:tde glicose. O pH foi sempre ajustado para 5,8 e foi
usado phytagel a 0,2% como agente gelificante.

Os tratamentos diferiram na concentracdo de fijofeglores usados no meio para CPC, foram
usados cinco explante por frascos com quatro Eeetj representada por um frasco com 20 ml de
meio de cultura. As analises foram realisadas case Ina porcentagem de formacao de calos em trés
distintos estadios de desenvolvimento: calo pequestadio de desenvolvimento em que a massa
calosa encontrou-se restrita a alguns pontos darmbep geralmente na base dos estaminoides onde é
iniciada a formacao de calos,f€alo pequeno); calo médio, estadio em que a nwdeaa recobria
toda a base e outros pontos do explante ¢@lo medio); e calos grandes ou abundantes efasque

0s explantes encontraram-se totalmente cobertmpssa calosa ¢Ecalo grande).

Resultados e Discusséo
Ocorreu a formacdo de calos nos trés diferenteégliest de desenvolvimento (Tabela 1). As
maiores taxas de formagé&o de calos ocorreram atsrtentos T1 e T2. O maior percentual (50%) de
formacéao de calas vitro ocorreu no tratamento T1, considerados abund@@tgsenquanto 45% dos
explantes do tratamento T2 responderam com calésntienho mediano (€ No tratamento T4, foi
observado 20% de calos grandes).(@ taxa de formacao de calos no T5 foi igual dapara a
formacdo de calos médios quanto para formacdo tes gaandes, representado por 10%. Os

tratamentos T6 e T7 responderam com apenas 10#akegrandes e meédios, respectivamente.

Tabela 1 Percentual de formagéo de calos para estaminoidespiiacu cultivadds vitro . T1 (0,0025 mg.E de TDZ + 1
mg.L* de 2,4-D); T2 (0,005 mg:tde TDZ + 2 mg.[* de 2,4-D) T3 (0,01 mg:t de TDZ + 4 mg.[* de 2,4-D);
T4 (0,015 mg.I* de TDZ + 6 mg.I* de 2,4-D); T5 (0,02 mg:t de TDZ + 8 mg.[* de 2,4-D); T6 (0,02 mg.L
de TDZ + 4 mg.[*de 2,4-D) e T7 (0,01 mgide TDZ + 8 mg.[*de 2,4-D).
Formacéao de calos (%)
Tratamentos

Co

T1

20
50

T2
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Os melhores resultados, com relacdo a qualidade cdéss obtidos provenientes dos
estaminoides, foram encontrados para os tratamédrtpg2 e T6. Os estaminoides submetidos a
condicdo T1 exibiram massa calosa clara na regidbage da estrutura. Entretanto, a regido basal
apresentaram calos com coloracdo escura, provanenuecorrente da oxidacdo dos tecidos. Os
explantes submetidos aos tratamentos T2 e T6 awriboaracteristicas semelhantes a calos friaveis,
apresentando massa calosa redonda, aspecto brithasmoracdo clara. Entretanto, tornaram-se
volumosos, apresentando coloragcdo branca e magstamte, com a continuidade dos subcultivos
(150 dias). Depois de transferidos para o meio @$@assa calosa comecgou a se expandir que antes
era restrita a base do explante pode ser devidicacade regulador de crescimento. O meio DE é um
substrato para inducdo e maturacdo de embridesgestm regulador de crescimento, entretanto nao

foi observada a emergéncia de embrides somaticaeahum dos tratamentos realizados.

Conclusodes
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E possivel a inducdo de calos em estaminoides g@miacuzeiro com caracteristicas
semelhantes a calos fridveis ao adicionar o dobreahcentracdo dos reguladores de crescimento,
TDZ e 2,4-D proposto por Li et al. (1998).
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