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RESUMO: 0 objetivo deste trabalho é determinar o nivel de ploidia do cupuacuzeiro aspermico. A
contagem dos cromossomos foi realizada em celulas do meristema subapical das extremidades dos
ramos, porque esse tecido possui celulas grandes, que permitem melhor espalhamento dos
cromossomos e facilitam a contagem. 0 cupuacuzeiro sem sementes é urn triploide natural, corn 30
cromossomos. 0 flamer() de cloroplastos e o tarnanho das celulas-guarda, bem como a espessura das
folhas, esti de acordo corn o estado triploide do cupuacuzeiro de frutos sem sementes. Essa triploidia

natural sugere que novos triploides aspermicos podem ser obtidos de cruzamentos entre diploides e
tetraploides induzidos por colchicina, cujas vantagens presumiveis sao discutidas.

TERMOS PARA INDEXACAO: Theobroma grandiflorum, Cromossomos,Aspermia, Meristema
Subapical.

DETERMINATION OF THE PLOIDY LEVEL IN A SEEDLESS 'CUPUACIP

ABSTRACT: The objective of this work was to determine the ploidy level of the seedless "cupuacu".
The chromosomes were counted in cells of tips sub apical meristem of branches, because the cells of this
tissue are larger allowing a better spreading and an easier chromosome count. The seedless "cupuacu" is
a natural triploid, with 30 chromosomes. The number of chloroplasts and the size of stomata guard cells
as well as the leaf thickness are in agreement with the triploid state of the seedless cupuacu. This natural
triploid suggests that new seedless triploids can be obtained from crosses between diploids and
colchicines-induced tetraploids whose presumable advantages are discussed.

INDEX TERMS: Theobroma grandiflorum, Chromosomes, Aspermy, Sub Apical Meristem
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1 INTRODUCAO

0 cupuacuzeiro (Theobroma
grandiflorum) de frutos sem sementes foi
obtido pela propagacao por enxertia de uma
matriz encontrada no municipio de Cameta
(PA) (CALZAVARA; MULLER; KAWAGE,

1984). Apesar das expectativas que esse
achado provocou, a producao muito baixa de
frutos foi certamente a causa principal da na'o
expansao do seu cultivo.

Varios exemplos de especies sem
sementes cultivadas, corn nacleos triploides,
como é o caso bem conhecido da bananeira
(OCHSE et al., 1961) e de outran especies
(EIGSTI; DUSTIN, 1947) sugeriam que o
cupuacuzeiro aspermico fosse tambem urn
triploide, o que possibilitaria a obtenca'o de
novos triploides sem sementes, pelos
cruzamentos entre diploides e tetraploides
induzidos por colchicina, conforme o metodo
descrito para a obtencao de melancia
triploide, sem sementes (EIGSTI ; DUSTIN,
1947).

Este trabalho tern, portanto, o
objetivo de determinar o nivel de ploidia do
clone de cupuacuzeiro aspermico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CONTAGEM DE CROMOSSOMOS

0 material para contagem dos
cromossomos foi colhido de plantas adultas
de frutos corn sementes e do clone sem
sementes originado da matriz de Cameta
(CALZAVARA; MULLER; KAWAGE,
1984), do Campo Experimental da Embrapa
Amazonia Ocidental, localizado no
municipio de Manaus, (AM).
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Em testes iniciais, feitos com
primordios foliares, nao foi possivel obter
um bom espalhamento dos cromossomos,
necessario a contagem, por causa do
pequeno tamanho das celulas e a contagem
tambem foi prejudicada porque a
visibilidade ficou reduzida pela grande
quantidade de pelos.

Um melhor espalhamento foi obtido
corn celulas do meristema subapical,
maiores que as dos primOrdios foliares. A
coleta foi feita quando as brotacoes estavam

iniciando o alongamento, face em que
ocorrem as mitoses do meristema subapical.

Foram excluidos corn lamina de barbear, no
laboratorio, as folhas novas em expansao, o

meristema apical, corn os primordios
foliares, e a epiderme do meristema
subapical.

Urn segmento de caule corn cerca de
5 mm, logo abaixo do meristema apical,
contendo o meristema subapical, foi
colocado em frasco com 10 mL de solucao
saturada de para-diclorobenzeno, para
promover a contracao dos cromossomos
metafasicos (MAJUMDER, 1964),
adicionando-se uma gota de oleo de ricino a

essa solucao, para facilitar o espalhamento
dos cromossomos (SWAMINATHAN;
NATARAJAN, 1957). 0 frasco com o
tecido e a solucao foi mantido durante
quatro horas na geladeira (5°C a 12°C).

Antes de fixar em solucao 3:1 (v:v)
de etanol absoluto corn acido acetic°
glacial, o material foi lavado em agua
destilada por 15 minutos. 0 material
permaneceu no fixador, em frasco tampado,
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em temperatura ambiente, durante cerca de
12 horas.

Alp& a fixacao, o material foi lavado
tres vezes, por imersao durante 15 minutos
em etanol 70% e tratado por tres horas em
mistura de celulase 0,5% e pectinase 0,5%,
para dissolver a parede celular (NARAYAN,
1976). Em seguida, foi lavado tres vezes em
agua destilada, por 15 minutos e deixado por
20 a 24 horas em carmin hidroclorico
alcoolico (SNOW, 1963). 0 excesso de
corante foi lavado em etanol 70%, sendo,
posteriormente, realizado o esfregaco em
acido acetic° 45%. As contagens dos
cromossomos foram feitas com ocular 18x e
objetiva 40x.

Foram tambem preparadas cinco
laminas de pontas de radicula, de sementes
em inicio de germinacao, adotando-se
metodo identico ao descrito para o meristema

subapical.

2.2 DADOS ANATOMICOS

Foram colhidas em dial ensolarados
(entre 13:00 h e 14:00 h) as folhas do Ohm
lancamento foliar maduro de cupuacuzeiros
comuns, com sementes, e as de uma planta de
frutos sem sementes. Os tercos medios das
folhas foram fixados em FAA (5% de
formalina, 5% de acido acetico glacial e 90%

de etanol em solucao aquosa a 70%), por 24
horas, a temperatura ambiente, sendo,
posteriormente, lavados em agua de tomeira e
transferidos para etanol 70%.

A epiderme inferior do material fixado,

guardada em etanol 70%, foi seccionada com
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lamina de barbear e as seccaes foram
montadas em lamina corn lugol (1,0 g de
iodeto de potassio e 0,2 g de iodo metalico,
em 100 mL de solucao aquosa). Os
cloroplastos, identificados pela reacao do
amido corn iodo, foram contados corn
ocular 18x e objetiva 40x, em 30 celulas-
guarda de cupuacuzeiros com sementes e 30

do clone aspermico, com calculo da media e

do desvio padrao.

Seccoes da epiderme inferior das
mesmas amostras utilizadas na contagem
dos cloroplastos foram coradas corn azul de

toluidina 0,05% aquosa, durante 3 a 5
minutos. 0 excesso do corante foi removido

corn agua destilada e feita a montagem das

laminas com glicerina. As medicoes do
comprimento de 30 celulas-guarda por
amostra foram feitas corn ocular
micrometrica 12,5x e objetiva 100x, de
imersao, das quais foram calculadas a
media e o desvio padrao..

Das mesmas amostras foram tambem

feitos cortes transversais do mesofilo, a mao

livre, em areas das folhas sem nervuras
salientes. Os cortes foram corados em
safranina, com remocao do excesso do
corante por imersao rapida em agua
destilada, seguida de montagem em
glicerina. Com ocular micrometrica 12,5x e

objetiva 40x, foram feitas 30 medicoes do
comprimento do palissadico e da espessura
do mesofilo, das quais foram calculadas a
media e o desvio padrao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONTAGEM DE CROMOSSOMOS

No cupuacuzeiro de frutos corn
sementes foram encontrados 20
cromossomos no meristema subapical, corn
quatro pares de cromossomos pequenos
(Figura 1A). Na ponta das radiculas, tambem,
foram encontradas celulas corn 20
cromossomos, porem acompanhadas,
freqiientemente, por celulas nas quais foram
contados entre 35 e 38 cromossomos. Devido
A dificuldade de visualizacao nao foi possivel
fazer a contagem exata, mas admitiu-se que

A

B

0

sejam celulas tetraploides, cuja presenca
tem sido registrada em raizes de varias
especies (MATHYSSE; TORREY, 1969).
No meristema subapical do cupuacuzeiro
aspermico foram encontrados 30
cromossomos, corn seis pares de
cromossomos pequenos, que ern algumas
laminas nao ficaram bem corados pelo
carmin (Figura 1 B). 0 cupuacuzeiro
aspermico e, portanto, urn triploide natural,
que de acordo corn Wet (1980) e Hermsen
(1982), pode surgir por fecundacao de
gameta nao reduzido, geralmente o gameta
feminino.

st

t
v

Figura 1- A) Nucleos de celulas de cupuacuzeiro corn sementes. B) Nficleos de celulas de
cupuacuzeiro sem sementes. EmbrapaAmazonia Ocidental, Manaus, AM, 2001.
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3.2 DADOS ANATOMICOS

A Tabela 1 contem a media e o desvio
padrao das contagens do nilmero de
cloroplastos das celulas guarda dos estomatos

e do comprimento dessas celulas, da

espessura do mesofilo e do comprimento
do palissadico. Verifica-se que essas
caracteristicas anatomicas apresentam
valores maiores nas folhas do
cupuaguzeiro sem sementes.

Tabela 1- Media e desvio padrao de caracteres anatomicos de folhas de cupuacuzeiro com
sementes e de cupuacuzeiro aspermico.

Caracteres anatOmtcos Corn sementes Aspermrco

Namero de cloroplastos por celul a guarda (pt) 4,0 ± 0,16 5,9 ± 0,23
Comprimento das celulas guarda dos estomatos (p.) 11,73 ± 0.05 14,34 ± 0,07
Espessura do mesofilo ( p.) 156,9 ± 8,8 209,1 ± 9,1
Compri mento do pal issadico (}r) 52,9 ± 6,7 73,9 ± 6,7

0 namero de cloroplastos das celulas
guarda é maior em plantas da mesma especie
com nivel de ploidia mais alto, como no
algodao (CHANDARI; BARROW, 1975) e
na beterraba (DUDDLEY, 1958).

0 tamanho maior dos estomatos e a
maior espessura do mesofilo da variedade
aspermica, determinada principalmente pelo
maior comprimento do palissadico, sao

tambem caracteristicas tipicas dos
poliploides (WARDLAW, 1952; SINNOT,
1960).

0 ninnero de cloroplastos das celulas-
guarda e o tamanho dos estomatos poderao
ser utilizados na identificacao preliminar de
plantas triplaides, e, provavelmente, tambem
de tetraplaides, mas a abundancia de pelos da

epiderme abaxial dificulta a visibilidade dos
estomatos. Neste, caso, é preferivel medir a
espessura do mesofilo, quando o namero de
plantas a examinar for grande. Essas
caracteristicas apresentam a vantagem de
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poderem ser determinadas em tecido
vegetativo, sem a necessidade de aguardar a

brotacao das gemas para a contagem de
cromossomos.

A constatacao da existencia da um
triplaide natural sem sementes sugere que
podem ser obtidos novos triplaides
aspermicos, pelos cruzamentos entre
diploides e tetraploides induzidos pelo
tratamento corn colchicina (EIGSTI;
DUSTIN, 1947; RIZZONI; PALLITTI,
1973).

De acordo com Zeven (1980),
devem ser atendidas as seguintes condicoes

para a estabilidade e o sucesso agronomico
dos poliplaides:

a) flamer° pequeno de cromossomos
(poliploides corn mais de 60 cromossomos,
tendem a excluir cromossomos durante a
divisao celular);

b) os cromossomos nao devem ser
muito grandes;
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c) a especie deve ser alogama, pois a
heterozigose é mais favoravel a viabilidade
dos poliploides;

d) se o produto comercial for
constituido de parte vegetativa, ha maior
probabilidade de sucesso, porque os
poliploides sao geralmente estereis.

Os resultados do presente trabalho
mostram que as duas primeiras condicoes sao
atendidas pelo cupuacuzeiro, sendo tambem a
terceira, pois o cupuacuzeiro é especie
predominantemente alogama
(VENTURIERI; RIBEIRO FILHO, 1996).

A quarta condicao evidentemente nao é

atendida. Uma possibilidade é a de que a baixa

producao de frutos do cupuacuzeiro sem
sementes seja devido a auto-
incompatibilidade do unico clone disponivel,

e que o plantio de varios triploides que vierem

a ser obtidos de diferentes genotipos resulte
em producao economica de maior numero de

frutos.

Outra possibilidade é que, se o Olen de

todos os triploides for esteril, sem
crescimento de tubo polinico, como na
melancia triploide (KIHARA, 1951), deve-se

plantar os triploides em mistura com
diploides, como doadores de Olen, em
proporcao ainda a ser determinada. No caso
da melancia a recomendacao de Kihara
(1951) e de plantar 20% de diploides.

Apesar da argumentacao de Dewey (1980), de

que o desempenho dos poliploides na
agricultura nao correspondeu as previsoes
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anunciadas, a tentativa de obtencao de
novos triploides de cupuacuzeiro é
justificada pelas vantagens presumiveis dos

frutos sem sementes. Alem do maior
rendimento de polpa por fruto, o custo do
despolpamento torna-se mais baixo e deve

ocorrer menor alteracao na estrutura da
polpa. 0 produto do despolpamento
mecanico dos frutos com sementes tem
menor aceitacao no preparo de doces
(CALZAVARA; MULLER;KAWAGE,
1984). E tambem provavel que os frutos
sem sementes sofram menos danos da broca

dos frutos (Chronotrachellus
humeropictus), pois esta se alimenta das
sementes (RIBEIRO, 1992).

4 CONCLUSAO

A variedade de cupuacuzeiro de
frutos sem sementes é um triploide natural,
cujas celulas somaticas contem 30
crornossomos.

0 tamanho dos estomatos, o
niimero de cloroplastos por celula-guarda e
a espessura do mesofilo permitem distinguir
plantas triploides de diploides.
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