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EXPLANTES DE CUPUACUZEIRO SUBMETIDOS A DIFERENTES CONDICOES
DE CULTURA IN VITRO!

ANA DA SILVA LEDO?; OSMAR ALVES LAMEIRA?; ABDELLATIF KEMALEDDINE BENBADIS*

RESUM O- Estetrabal ho objetivou avaliar as respostas morfogenéticas de diferentes explantes de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Schum.)
submetidos a vérias condi¢des de culturain vitro. A utilizag8o de 2,4-D nas concentragfes de 4,52; 6,78 € 9,05 UM promoveu aformagéo de calos
fridveis em eixos embrionérios e 0 TDZ nas concentragtes de 2,0 e 3,0 UM induziu uma ata frequéncia de calos fridaveis e menor oxidagcdo em
segmentos de folhas jovens. O 2,4-D combinado com KIN, promoveu ainiciacdo de calos fridveis e 0 ANA combinado com KIN, arizogénese em
segmentos cotiledonares. Napresengade 2,26 uM de 2,4-D e 13,94 uM deKIN, houve aformag8o de cal osfriaveisem segmentos caulinares. A adicdo
deéguade coco, 2iP e ANA estimulou o répido crescimento e aprogressdo de culturas de cal o em eixo embrionario, segmentos caulinares e segmentos
de folhas jovens clorofiladas.

Termos par aindexagdo- Theobroma grandiflorum, calos, regul adores de crescimento

CUPUASSU EXPLANTS UNDER DIVERSE CONDITIONS OF IN VITRO CULTURE

ABSTRACT- This study aimed to evaluate morphogenetic responses of different cupuassu explants (Theobroma grandiflorum Schum.) under
diverse conditionsof invitro culture. 2,4-D (4,52; 6,78 and 9,05 pM) promoted the formation of friable callusesin embryonic axesand TDZ (2,0 and 3,0
pM) induced ahigh frequency of friable calluses and smaller oxidation in segments of young leaves. 2,4-D combined with KIN promoted theinitiation
of friable calluseswhile NAA combined with KIN promoted the rhizogenesisin cotyledon segments. In the presence of 2,26 uM 2,4-D and 13,94 uM
KIN it was noticed the growth of friable callusesin stem segments. The addition of coconut water, 2iP and NAA stimulated the fast growth of calluses
in embryonic axis, stem segments, and chlorophyllous young leaf segments.

Index Terms: Theobroma grandiflorum, calli, growth regulators

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Schum.) é encon-
trado, espontaneamente, nas matas deterrafirme e varzeaalta, naparte
sul eleste do Parg, abrangendo as areas do médio Tapajés, rios Xingu e
Guaméd, alcangando a pré-Amazbnia maranhense (Cavalcante, 1991).
Atualmente, esté disseminado por toda a bacia Amazénica e Norte do
Maranh&o, sendo cultivado na Bahia, Espirito Santo, S&o Paulo e em
outras regifes do Pais. O maior potencial de exploragdo da culturaéa
producdo de polpa para afabricacdo de sorvetes, doces, gel éias, néctar,
licores, compotas, bolos, biscoitos, iogurtes e sucos. Das sementes,
pode-se obter o chocolate e também extrair uma gordura semelhante &
manteiga de cacau, de atadigestibilidade (Venturieri, 1993).

Plantios desuniformes associados a falta de material genético
mel horado tém sido apontados como os principaisfatoresquelimitam a
expansdo da cultura do cupuaguzeiro na Amazonia. Instituicbes de
pesqui sas naregi&o, nos Ultimos anos, tém implementado programas de
mel horamento com énfase na sel ecdo de materiais com caracteristicasde
alta producdo de frutos, rendimento de polpa e resisténcia a vassoura-
de-bruxa(Crinipellisperniciosa), principal enfermidade dacultura. Neste
contexto, aculturadetecidos, em especial amicropropagacdo, torna-se
uma técnica auxiliar muito valiosa, para clonagem, a curto prazo, de
gendtipos superiores e para acelerar diversas etapas de programas de
melhoramento.

InformagBes sobre a micropropagacdo do cupuaguzeiro séo
escassas. Os estudos de no género Theobroma tém sido direcionados
para a espécie Thebroma cacao L., considerada, até ha pouco tempo,
como a Uni ca espécie do género cultivada comercia mente.

Alguns trabalhos tém mostrado a capacidade de diferentes
explantes de cupuaguzeiro em formar calos, bem como adiferenciagcéo
de estruturas embriogénicas. Em trabalhos conduzidos por Janick &
Whipkey (1988), a embriogénese somatica indireta foi induzida em
embriBesimaturos de Theobroma grandiflorumem meio M S semi-sdlido
com 1 mg.L? de 2,4-D e 10 % de &gua de coco, entretanto ndo foi
observada a regeneracdo de plantulas. Avaliando o efeito de auxinas,
Ferreira et al. (2001) observaram que a combinacéo de ANA e 2,4-D
induziu arizogénese e aformagao de cal os em segmentos de hipocdtilo
eaaguade coco, em mei 0 sem reguladores de crescimento, favoreceu a
rizogénese e a calogénese.

1 (Trabalho 018/2002). Recebido: 25/02/2002. Aceito para publicagdo: 06/09/2002.

O objetivo do presente trabalho foi 0 de estudar as respostas
morfogenéticas de diferentes explantes de cupuaguzeiro submetidos a
vérias condi¢des de culturain vitro.

Foram utilizados explantes obtidos a partir de plantulas
assépticas, com 50 dias de idade, obtidas in vitro (segmento caulinar e
de folhas jovens clorofiladas) e de embriBes zig6ticos maduros (eixo
embriondrio e cotilédones) oriundos de plantas adultas, com 8 anos de
idade, da colegcdo de cupuaguzeiro daEmbrapaAmazéniaOriental, Belém-
PA.

Naprimeiraetapa, osexplantesforaminoculadosemmeioMS
(Murashige & Skoog, 1962) com 0,6 % de &gar, 3 % de sacarose e
suplementado com diferentes regul adores de crescimento. Os meios de
cultura tiveram o pH gjustado para 5,8 e, em seguida, submetidos a
esterilizacdo em autoclave a 120°C durante 15 minutos.

Para os eixos embrionarios, testaram-se 0s seguintes
reguladores de crescimento adi cionadosisoladamente ao meio de cultura:
&cido naftalenoacético-ANA (10,74; 21,48; 32,22 €42,96 uM), &cido 2,4-
diclorofenoxiacético-2,4-D (2,26; 4,52; 6,78 €9,05 uM) etidiazuron-TDZ
(1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 uM). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 12 tratamentos e quatro repeticles. Para
os segmentos de folhasjovens: TDZ (0; 1,0; 2,0 e 3,0 uM) combinado
com2,4-D (0; 9,05; 18,10e 27,15 uM), sendo o delineamento inteiramente
casualizado, em esquemafatorial 4 x 4 (quatro concentractes de 2,4-D
combinadas com quatro de TDZ) e trés repetices. Para segmentos
cotiledonares. 6-furfurilaminopurina: KIN (11,61; 13,94; 16,26 e 18,59 uM)
combinado com ANA (5,37 uM) ou 2,4-D (2,26 pM); e ANA (10,74;
21,48; 32,22 e 42,96 uM) combinado com TDZ (3,0 e 4,0 uM), no
delineamento inteiramente casualizado, com 16 tratamentos e trés
repeticdes. Parasegmentos caulinares: KIN (11,61; 13,94; 16,26 e 18,59
pMM) combinado com ANA (5,37 uM) ou 2,4-D (2,26 uM), no
delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos e trés
repeticoes.

Na segunda etapa, foi avaliado o efeito da agua de coco em
culturas de calos fridveis, iniciadas a partir de eixos embrionérios,
segmentos foliares e caulinares. As culturas de calos friaveis foram
repicadas para meio MS com 0,7 % de agar , 2 % de glicose e pH
gjustado em 5,8. Foram testados o0s seguintes tratamentos: meio MS;
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meio MS+ &uadecoco (AC); meioMS+AC+2,69uM deANA +12,30
MM de isopenteniladenina-2iP, meio MS + AC + 5,37 uM de ANA +
12,30 UM de2iP; meioMS+AC+ 8,06 UM de ANA + 12,30 uM de 2iPe
meioMS+AC+ 10,74 uM deANA + 12,30 uM de2iP. A aguadecocofoai
adicionada aos meios naconcentragéo de 100 ml.L. O experimento foi
conduzido utilizando o delineamento i nteiramente casualizado, com seis
tratamentos e quatro repeticoes.

Em todos osexperimentos aunidade experimental foi congtituida
dedez frascos, contendo um explante cadae avaliaram-seao nimero de
explantes com respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes
com calofridvel, ndo fridvel e embriogénico.

Nos primeiros 15 dias as culturas foram mantidas em sala de
crescimento, com temperaturavariando de 26’ + 2°C, umidaderelativado
ar médiaemtorno de 70%, sob fotoperiodo de 16 horasdeluz brancafria
indireta (6 pmol.m2.s* deirradiancia)/oito horas de escuro. Em seguida,
o fotoperiodo foi gjustado para 16 horas de luz branca fria direta (52
pmol.m2.st deirradiancia)/oito horas no escuro.

Asvaridveisforam submetidasaandlise devarianciapelo teste
F e as médias foram comparadas pelo teste de Scott & Knott (Scott &
Knott, 1974) em nivel de 1 % de probabilidade.

Em meio M S suplementado com ANA, foi verificada, aos 20
dias de cultura, a formagdo de calo branco-translicido de aspecto
esponjoso e ndo friavel sobre a superficie dos segmentos (Figura 1A).
Explantes cultivados em meio com TDZ apresentaram 0 mesmo padrdo
de resposta morfogenética. Entretanto, na presenca de 2,4-D, apés a
formagdo de calo ndo fridvel, foi observadaainiciacdo e o crescimento
decalofridvel emtodaasuperficie dos explantes aos 25 dias de cultura.

Asmaioresfrequénciasde calosfridveisforam verificadas aos
30dias, em meio suplementado com4,52; 6,78 €9,05 uM de 2,4-D (Figura
2). Entretanto, observou-se o rgpido escurecimento das culturas (Figura
1B). A iniciagdo e o crescimento de calos em meio com menor
concentracdo de 2,4-D (2,26 uM) foram maislentos. Ferreiraet al. (2001)
também observaram maior inducdo de calos em segmentos de eixos
embrionérios cultivados em meio M Sliquido com maiores concentragdes
de24-D (4e8mg.L?).

O escurecimento de explantes tem sido relatado como uma
dificuldade no estabel ecimento de culturasin vitro em algumas espécies
lenhosas, como consequéncia de oxidagfes, provavelmente em
decorréncia da liberagcdo de compostos fendlicos pelos tecidos em
resposta aos ferimentos, altas concentracdes de reguladores de
crescimento no meio de culturae pelaoxidagdo de polifendisequininas
(Pious & Ravindra, 1997). Blake (1983) relataque o meio liquido pode
diluir substéncias responsavei s pelaoxidacdo dos explantes. Entretanto,
Ferreiraet a. (2001) observaram o escurecimento de culturasde calosde
T. grandiflorum em meio liquido na auséncia de reguladores de
crescimento.

Pré-tratamentos dos explantes com acido citrico e &cido
ascorbico e a adicdo de substancias adsorventes ao meio de cultura,
como carvéo ativado e polivinilpirrolidona, deverdo ser considerados
em futuros ensaios.

Foram observadas a formag&o de calo branco-trandUcido de
aspecto esponjoso endo fridvel, aos 15 dias de cultura, com crescimento
muito lento, na borda e nas nervuras centrais e secundérias dos
segmentos de folhas e auséncia de calos fridveis na maioria dos
tratamentos testados (Figura 1C). Na presencaisoladade 1,0; 2,0 e 3,0
MM de TDZ, ap6s a formagdo de calo ndo fridvel, foram verificados a
iniciagdo e o rapido crescimento de calo fridvel de coloracdo claraem
toda a superficie abaxial e adaxial dos explantes (Figura 1D). As
concentragdesde 2 e3 pM de TDZ induziram as maioresfrequénciasde
explantescom calosfridveis (Figura3).

Provavelmente, aformacdo de calosfriaveisem explantesfoliares
de cupuagu possa ser dependente da presenca de citocininas. Segundo
Lu (1993), o TDZ estimula a divisdo celular e, consequentemente, o
crescimento de cal os dependentes de citocininas em algumas espécies.
Algumasevidénciasindicam queo TDZ possater atividade auxinicaou
estar envolvido no metabolismo de auxinas, conforme relatado por Lu

(1993).

Quando 0 TDZ foi combinado com o0 2,4-D ndo foi observadaa
iniciagdo e progresséo de calosfriavels, provavelmente devidaarépida
oxidagdo das culturas. Esta hipotese é reforcada pelo fato de que nos
explantes inoculados em meio com 1,0; 2,0 e 3,0 uM de TDZ, a
percentagem de oxidacdo foi de6,7; 3,33 e 3,33 %, respectivamente (dados
ndo mostrados). Em contrapartida, quando o TDZ foi combinado como
2,4-D apercentagem de oxidagdo variou de 14,81 a 90,0 % (dados ndo
mostrados). Altos indices de oxidacdo e baixaeficiéncianaformagéo de
calosforam observados em discos foliares de T. grandiflorumem meio
suplementado com 4,52 UM (Rodrigues, 2000).

FIGURA 1- Caogénese em explantes de T. grandiflorum (19X). A-
iniciagdo decalo ndo friavel em eixo embriondrioemmeio
com ANA; B- formago eoxidagéo decalofridvel emeixo
embrionério em meio com 2,4-D; C- formagéo decalo ndo
fridvel em explantefoliar emmeio com TDZ; D- formagdo
de calo fridvel em explante foliar em meio com TDZ; E-
formag&o de calo ndo friavel em segmento cotiledonar em
meio com ANA X TDZ; F- formag&o de calo néo fridvel
em segmento caulinar em meio com ANA X KIN.
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FIGURA 2 - Percentagem de eixasembrionériosde T. grandiflorumcom
calo fridvel em meio MS sob diferentes concentragdes de
2,4-D a0s 30 diasde cultura. Embrapa AmazéniaOriental,
Beém, PA, 2001.
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FIGURA 3 - Percentagem de explantesfoliaresde T. grandiflorumcom
calo fridvel sob diferentes concentracfes de TDZ aos 45
dias de cultura. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA,
200L

Conformerelatado por Mok et al. (1987), 0 TDZ éresistente as
oxidases, estével e biologicamente ativo em concentragcBes menoresque
as citocininas tipo adenina. Resultados semel hantes foram obtidos por
Flores(1999), que observou menor oxidacdo de calosem explantesfoliares
deFragaria x ananassa Duch. em meio suplementado com TDZ.

A combinag8o de ANA e KIN, nas concentracfes testadas, foi
bastante favoravel ainducéo darizogénese em segmentos cotiledonares.
Pence et al. (1979) observaram o crescimento organizado de raizesem
cotilédones de T. cacao, em meio M S suplementado com 20 mg.L* de
ANA.

Nos tratamentos constituidos da combinacdo de ANA com
TDZ, asrespostas|limitaram-se aformacdo de cal o de aspecto esponj0so
endofridvel (FiguralE). Entretanto, quando 0 2,4-D foi combinado com
KIN, aposainiciagdo de calo ndo friavel, houve aformacdo e o rgpido
crescimento de calo fridvel em toda a superficie dos segmentos
cotiledonares e, em menor frequéncia, ainiciacdo deraizes. Ndoumou et
al. (1997), trabal hando com cotilédones de T. cacao, observaram o répido
crescimento de calosem meio ¥2 M S suplementado com 2,4-D e KIN.

Oscalosfriaveisapresentaram um rapi do escureci mento, apesar
de manterem uma alta taxa de crescimento até o 150° dia de cultura. A
oxidag&o e o crescimento excessivo de cal os oriundos de cotilédones de
T. cacao, tém sido reportados como 0s principais problemas no
estabel ecimento daembriogénese somética (Berthouly & Eskes, 1995).

Né&o foram detectadas diferencas significativas entre as
concentracdes de KIN combinadas com 2,26 uM de 2,4-D quanto &
percentagem de explantes com calosfriaveis (P> 0,05).

A combinag&o de ANA ou 2,4-D com KIN, nas concentragdes
testadas, promoveu ainducdo de cal os com coloragéo branco-trand ticida
de aspecto esponjoso e ndo friavel (Figura 1F). O tratamento constituido
de2,26 uM de 2,4-D e13,94uM deKIN foi o inico ainduzir aformagéo
de calos friaveis entretanto, com crescimento muito lento e rgpido
escurecimento.

Resultados semel hantesforam obtidos por Hall & Collin (1974),
gue observaram apenas aformacéo de cal os sem regeneracdo de plantulas
em segmentos de ramos ortotropicosde T. cacao. Rodrigues (2000) n&o
verificou aformagdo de cal os em segmentos nodais de T. grandiflorum
em mei o suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D. Segundo
Dufour et a. (1985), o desenvolvimento desorganizado de calos em
segmentos caulinares de T. cacao, cultivados em meios para a
proliferacdo de brotos, pode ser devido a fatores endégenos ou ao
equilibrio gasoso inadequado.

Aos 10 dias de cultura, verificou-se o rpido crescimento dos
caloscom aspecto fridvel e de coloragdo verde-clara. N&o foi observado
o crescimento dos calos fridveis em meio MS na auséncia de agua de
coco edereguladores de crescimento, ocorrendo um rdpido escurecimento
das culturas. Nos eixos embrionérios, na presenca de &gua de coco,
houve a progressao dos calos, sendo potencializada em meio
suplementado com ANA e 2iP, ndo sendo detectadas diferencas

significativas entre as concentragdes de ANA (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram obtidos por Pence et a. (1979), que observaram o
aumento do crescimento de calos de T. cacao L. em meio MS
suplementado com 10 % de agua de coco. Entretanto, Ferreira et al.
(2001) observaram o escurecimento de cal os em respostaacombinacdo
de dguade coco e 2,4-D.

O efeito estimul atdrio da dguade coco pode ser explicado pelo
fato deeste aditivo ser rico em glicose efrutose, saisminerais, mioinositol,
citocininas, bem como nucleotideos e outros compostos organicos
(Ferreiraet al., 1998). Algunstrabalhos tém demonstrado a capacidade
deinducdo de embriogénese somética a partir de diversos explantes de
T. grandiflorume T. cacao em mei o de cultura suplementado com &gua
decoco (Janick & Whipkey,1988; Li et al., 1998 e Marbach & Teixeira,
1999). A auséncia de inducdo de calos embriogénicos observada nas
culturas pode estar relacionada com diversos fatores, como tipo e o
estadio de desenvolvimento dos explantes, meio de cultura e tipo e
concentracdo de reguladores de crescimento.

TABELA 1 - Respostas morfogenéticas de culturas de calos friaveis
iniciados a partir de eixos embrionarios (EE), segmentos
defolhasjovens (SFJ) e segmentos caulinares (SC) de T.
grandiflorum, cultivadosemmeio MS suplementado com
agua de coco (AC); 2iP e diferentes concentractes de
ANA, aos 30 diasde cultura. Embrapa AmazéniaOriental,

Belém, PA, 2001.
Tratamentos EE SFJ SC
% de explantes com calo friavel

MS 0 0 0
MS + AC 26,5 0 0
MS + AC + 2,69 M ANA + 12,30 M 2iP 50,0 37,5 0
MS + AC + 5,37 M ANA + 12,30 M 2iP 62,0 333 0
MS + AC + 8,06 M ANA + 12,30 M 2iP 44 4 12,5 0
MS + AC + 10,74 M ANA + 12,30 M 2iP 43,0 0 37,5
CONCLUSOES

O 2,4-D promove a formagdo de calos fridveis em eixos
embrion&rios e 0 TDZ induz alta frequéncia de calos friavel's e menor
oxidagado em segmentos de folhas jovens.

A combinacdo de 2,4-D e KIN no meio de cultura promove a
formacgdo de calos fridveis e de ANA, e KIN induz a rizogénese em
segmentos cotiledonares.

A combinacdo de 2,4-D e KIN promove aformagao de calos
friaveis em segmentos caulinares.

A adicdo de &gua de coco, 2iP e ANA no meio secund&rio
estimula o rgpido crescimento de calos friaveis em culturas de eixo
embrionério de segmento caulinar e de segmentos de folhas jovens.
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