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PROPAGACAO IN VITRO DE CUPUACUZEIRO: desinfestacio de explantes

florais
IN VITRO PROPAGATION OF Theobroma grandiflorum(cupuacu tree): surface sterilization of

floral explants

Maria das Gracas Rodrigues Ferreira®
Mauricio Reginaldo Alves dos Santos”
Ana Cleide Ribeiro Bragado3

RESUMO: O trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para a desinfestacdo de
explantes florais de cupuaguzeiro, visando ao seu estabelecimento in vitro. Botdes florais fechados,
oriundos de cupuacuzeiros sem sementes, foram lavados com agua destilada e imersos em alcool
70% (v/v) por um minuto. Em camara de fluxo, os botdes foram imersos em hipoclorito de sédio a
0,25 e 0,50%, durante 20 e 30 minutos, e lavados trés vezes com agua estéril. Os botGes foram
segmentados em pétala, estamindide, ligula e ovario, os quais foram inoculados em meio MS
contendo agar (8 g.L'l), com e sem cefotaxima (100 mg.L'l). Avaliou-se a contaminacdo dos
explantes nos 20 dias subseqiientes e constatou-se que a utilizagdo de antibidtico no meio de cultura
foi essencial para o controle da contaminagdo. A fim de reduzir a oxidagdo dos tecidos, devido ao
maior tempo de exposicdo ao hipoclorito de sédio, recomenda-se a concentracdo de 0,25% e 20
minutos de imersao dos explantes.

PALAVRAS-CHAVE: Cultivo in vitro. Hipoclorito de sédio. Cefotaxima

ABSTRACT: The study aimed to develop a protocol for the surface sterilization of cupuacu tree floral
explants and its establishment in vitro. Closed flower buds from cupuacu seedlees were washed with
distilled water and immersed in 70% alcohol (v / v) for one minute. In flow chamber, the buds were
immersed in sodium hypochlorite at 0.25 and 0.50% during 20 and 30 minutes and washed three
times with sterile water. The buds were segmenteds in petal, staminode, ligule and ovary, which were
inoculated on MS medium with agar (8 g.L'l) in the presence and absence of cefotaxime (100 mg.L"l).
It was evaluated the contamination of explants after 20 days and observed that the use of antibiotic in
culture medium was essencial to control the contamination. In order to reduce oxidation of the tissues
due to the longer time of exposure to sodium hypochlorite it is recommended concentration of 0.25%
and 20 minutes of immersion of explants.
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1. INTRODUCAO

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.)
destaca-se entre as fruteiras amazénicas como uma das mais atrativas da regiao,
pelas caracteristicas de sabor e aroma de seus frutos, cuja polpa € empregada no

preparo de sucos, sorvetes, licores, compotas, geléias, cremes, etc. Instituicdes de
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pesquisas na regidao Norte tém implementado programas de melhoramento com
énfase a selecdo de materiais com caracteristicas de alta producdo de frutos,
rendimento de polpa e resisténcia a vassoura de bruxa (Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer), principal enfermidade da cultura. Neste contexto, objetiva-se com a
propagacado in vitro, a minimizacao destes problemas pela aquisicdo de material
propagativo vegetal livre de fitopatdgenos. Outra vantagem da micropropagacao é
permitir a obtencdo de maior quantidade de mudas em um curto periodo de tempo,
guando comparado com a propagacao vegetativa tradicional.

A primeira etapa da micropropagacéao é o estabelecimento in vitro do material
a ser multiplicado e, para tanto, deve-se determinar a melhor metodologia para
desinfestacdo dos explantes a serem inoculados. Apds a escolha do tecido que sera
empregado como explante, procede-se o tratamento de desinfestacdo do mesmo, a
fim de eliminar microorganismos exdgenos, para a obtencdo de um bom resultado
no final do processo de estabelecimento in vitro (GAMBORG & PHILLIPS, 1995;
ROCHA; 1999; SOUZA et al., 2003; SILVA et al., 2003).

Em espécies lenhosas, a contaminagdo dos explantes € um dos principais
problemas do cultivo in vitro (Pierik, 1990) e depende também da procedéncia do
material vegetal utilizado, que pode ser de casa de vegetacdo ou do campo. Os
niveis de contaminacdo tendem a ser maiores quando as plantas matrizes usadas
como fonte de explantes sé&o provenientes do campo. Contudo, mesmo as plantas
submetidas ao rigoroso controle fitossanitario e mantidas em viveiro protegido ou
casa de vegetacao sao fontes potenciais de microorganismos, que podem tornar-se

limitantes aos procedimentos de cultivo in vitro (MEDEIROS, 1999).

Na maioria dos casos, a presenca de fungos e bactérias ocorre poucos dias
apos a inoculacdo. Em alguns casos, a presenca de bactérias e fungos nas plantas
€ detectada apds algum tempo de cultivo, geralmente quando um grande namero de
plantas ja estd em producdo. Além disso, por serem de dificil visualizagdo, séo
facilmente transmitidas de um material para outro durante a manipulacdo dos
explantes para a inoculagdo in vitro. Quando as condicbes do meio de cultura
(nutricdo, pH) tornam-se favoraveis ao seu desenvolvimento, os fitopatégenos
passam a competir por nutrientes minerais e carboidratos do meio de cultura (Smith,
2000), comprometendo a multiplicacdo e o desenvolvimento dos explantes
(Montarroyos, 2000), podendo leva-los rapidamente a morte. Esta deterioragdo dos
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explantes esta relacionada com a producdo de metabdlitos fitotdxicos pelos
fitopatdgenos, tais como os acidos lactico e acético e cianeto (PEREIRA et al.,
2003).

Um problema freqiiente durante o isolamento de explantes € a oxidacao de
compostos fendlicos, que sao liberados pelas células, relatam GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1998). Segundo Teixeira (2006), a oxidagdo dos polifenodis leva a
producdo de substancias amareladas de composicdo complexa, do tipo quinonas,
que se pode ligar a proteinas das membranas ou enzimas, acarretando toxidez e
morte da célula.

Para minimizar a contaminacdo microbiana, inumeros protocolos de
esterilizacdo sdo apresentados por diversos autores. Estes relatam o uso de
substancias como hipoclorito de sédio e etanol 70% e, em alguns casos, a adicao de
antibioticos ao meio de cultura (GARCIA & RAFAEL, 1990; LEIFERT et al.,
1991;BUCKLEY et al., 1995; TANPRESERT & REED, 1998; REED et al., 1998). A
utiizacdo de antibidticos para o controle e erradicagdo de microrganismos
contaminantes € frequente, podendo os mesmos serem adicionados ao meio de
cultura ou imersdo dos em banhos sob agitacdo, durante alguns dias
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A concentragdo da solucéo desinfestante e o tempo de exposicdo podem
variar muito os indices de descontaminacédo, no que se faz necessario a adequacao
do protocolo de desinfestacdo. Este trabalho teve como objetivo desenvolver um
protocolo para a desinfestacdo de explantes florais de cupuacguzeiro, visando ao seu

estabelecimento in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Foram coletados botBes florais em estagio anterior a antese, oriundos de
plantas de cupuacu sem sementes, coletados no campo experimental da Embrapa
Rondonia, em Porto Velho, RO. Os materiais foram conduzidos ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais, onde passaram por uma pré-limpeza, empregando-se
uma esponja umedecida com agua destilada e algumas gotas de detergente
comercial. Apos esse procedimento, os botdes foram lavados com agua destilada e,
em seguida, colocados em alcool 70% (v/v) por um minuto. Em camara de fluxo

laminar, os botdes florais foram retirados do alcool e esterilizados com
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concentragbes de 0,25 e 0,50% de hipoclorito de soédio, durante 20 e 30 minutos,
sendo, em seguida, lavados trés vezes com agua bidestilada estéril e os explantes
dispostos em placa de Petri contendo papel de filtro estéril. Empregando-se outra
placa de Petri estéril, os botdes foram segmentados, com a ajuda de bisturi, em
pétala, estaminoide, ligula e ovario. Esses explantes ficaram imersos em solucao
antioxidante, constituida por uma mistura de 100 mg de acido ascoérbico e 150 mg
de &cido citrico, dissolvida em um litro de agua, sendo sua esterilizacdo feita em
filtro bacteriolégico de 0,22 ou 0,45 micras, por dez minutos. Em seguida, os
explantes foram inoculados em placas de Petri contendo meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), sem reguladores de crescimento, acrescido de 3,0% de sacarose,
com e sem cefotaxima (100 mg.L') e solidificado com &gar (0,8%). Os
experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 2 x 2, combinando duas concentracdes de hipoclorito de sodio
(0,25% e 0,50%), dois tempos de imersdo (20 e 30 minutos), na presenca e
auséncia de antibiotico, consistindo de oito tratamentos. Foram empregadas trés
placas de Petri com meio contendo cinco explantes cada uma, totalizando 15
repeticdes. Os dados foram analisados pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperiodo
de 8 horas a 28°C, durante 20 dias, sendo avaliado o numero de explantes

contaminados ao final desse periodo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificamos que na auséncia de antibidtico, empregando-se 0,25% de
hipoclorito de sodio e 20 minutos de imersao (T1), todos os explantes empregados
apresentaram as maiores porcentagens de contaminacao (Figura 1). No tratamento
2 (0,25% de hipoclorito de sodio e 30 minutos de imerséo), as contaminac¢des foram
menores apenas com o0 emprego de ovario e estaminddio, ndo diferindo
estatisticamente para ligula e pétala, com relacdo ao T1. No tratamento 3 (0,50% de
hipoclorito de sédio e 20 minutos de imersédo), nao houve diferenca significativa
apenas com o emprego de estamindédio, sendo que o0s demais explantes
apresentaram menores porcentagens de contaminacéo, em relacdo ao tratamento 2.

O tratamento 4 (0,50% de hipoclorito de sodio e 30 minutos de imersdo) apresentou
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diferenca significativa apenas para estaminddio, sendo que os demais explantes
empregados nao diferiram estatisticamente do tratamento 3.
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Figura 1. Porcentagens de contaminacéo de explantes florais de cupuagcu em meio sem utilizacdo de
antibiodtico, imersos em hipoclorito de sddio a diferentes concentracbes e periodos de imersao.
Tratamento 1 — 0,25% de hipoclorito de sodio e 20 minutos de imersao; Tratamento 2 - 0,25% de
hipoclorito de sodio e 30 minutos de imersao; Tratamento 3 — 0,50% de hipoclorito de sédio e 20
minutos de imerséo; Tratamento 4 — 0,50% de hipoclorito de sddio e 30 minutos de imerséo. Letras
diferentes indicam significancia a 5%, pelo teste de Tukey. Porto Velho, Embrapa Rondbnia, 2009.

Na Figura 2 observamos os resultados da descontaminagéo dos explantes na
presenca de antibidtico. Com excec¢do do Tratamento 5 (0,25% de hipoclorito de
sédio e 20 minutos de imersao), os explantes ndo apresentaram contaminagao nos
demais tratamentos testados. Contudo, a utilizagcdo de concentracbes maiores de
hipoclorito de sédio (0,50%) e maior tempo de imersdo dos explantes (30 minutos)
proporcionou as menores taxas de contaminacdo, porém danificaram os tecidos,
provocando escurecimento e necrose, resultando na inibicdo do desenvolvimento e
morte dos explantes. Resultados semelhantes foram observados por Moraes et al.
(2007) estudando a desinfestacdo de gemas axilares de abacaxi submetidas a
diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio e tempo de imersdo. Em protocolo
de micropropagagédo de Ananas comosus, Teixeira et al. (2001) recomendam 0,5 a
1,0% de hipoclorito de sodio durante 10 a 20 minutos na obtengédo de mudas.

Constatou-se no presente estudo que a utilizacdo de antibiético no meio de
cultura foi essencial para o controle da contaminacdo em explantes florais de
cupuacu, permitindo o seu estabelecimento in vitro. Duhem et al. (1988), em estudos
com café e cacau, observaram que a presenca da cefatoxima sodica no meio de
cultivo, promovia o controle da contaminagdo, além de ndo causar efeito toxico as

plantas. Resultados semelhantes foram observados por Rodrigues (2005), que
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testou cefotaxima e cloranfenicol, isolados e em combinag&o, para o controle de
microrganismos endofiticos no estabelecimento in vitro de Heliconia rauliniana,
observando que a cefotaxima aplicada isoladamente, na concentracdo de 500 mg.L™
foi a forma mais eficiente de controle dos microrganismos. Costa et al. (2007)
verificaram que a utilizacdo do antibiotico cefotaxima proporcionou um efeito positivo
no controle do crescimento bacteriano e sobrevivéncia de explantes de alecrim-

pimenta.
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Figura 2. Porcentagens de contaminacdo de explantes florais de cupuagu em meio com utilizacéo
de antibidtico, imersos em hipoclorito de sddio a diferentes concentracdes e periodos de imersao.
Tratamento 5 — 0,25% de hipoclorito de sddio e 20 minutos de imersdo; Tratamento 6 - 0,25% de
hipoclorito de sodio e 30 minutos de imersdo; Tratamento 7 — 0,50% de hipoclorito de sédio e 20
minutos de imersao; Tratamento 8 — 0,50% de hipoclorito de sodio e 30 minutos de imerséo. Letras
diferentes indicam significancia a 5%, pelo teste de Tukey. Porto Velho, Embrapa Rond6nia, 2009.

4. CONCLUSOES

Recomenda-se a utilizacdo da menor concentracdo de hipoclorito de sodio
(0,25%) com 20 minutos de imersado dos explantes, o que auxilia na reducdo da
oxidacéo dos tecidos, para descontaminacdo de explantes florais de cupuagu.

A adicao de antibidtico ao meio de cultura torna-se necessaria para controlar

a contaminagédo em explantes florais de cupuagu.
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