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ESTIOLAMENTO DE RAMOS VISANDO O CONTROLE DE CONTAMINACAO
NO ESTABELECIMENTO IN VITRO DE GUARANAZEIRO

Crystianne Bentes Barbosa '; Larissa Alexandra Cardoso Moraes % Paula Cristina da Silva Angelo’,

Nelcimar Reis Sousa’
INTRODUCAO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var sorbilis (Mart.) Ducke) € uma espécie amazonica de
relevante valor industrial, devido aos elevados niveis de cafeina nas sementes. As propriedades
estimulantes e energéticas da cafeina natural motivaram a expansdo do mercado de produtos derivados
de guarana e a exploragdo agricola da espécie. A produgdo nacional de guarana estd estimada em
3.744 toneladas de sementes/ano (IBGE, 2003) e atende as demandas de matéria-prima para industrias
de refrigerantes e elaboragio de produtos artesanais.

A conservagio de germoplasma ir vivo é uma atividade de alto custo, porém constitui a base
genética dos programas de melhoramento de espécies com sementes recalcitrantes, como o
guaranazeiro. A aplicagdo da cultura de tecidos para a conservagdo in vitro acrescenta algumas
vantagens, como a redugdo dos custos e a facilidade do intercdmbio de germoplasma em condigdes
assépticas. A contaminagdo por microorganismos € a oxidagdo fendlica destacam-se entre os
principais problemas na fase inicial de estabelecimento de explantes in vitro (Torres et al., 1998).

O guaranazeiro apresenta -elevado nimero de isolados endofiticos (Guimardes, 1998) e
consideravel conteudo de compostos fenolicos (Carlson & Thompson, 199%), 1sso implica na
necessidade de estudos adicionais para reduzir a interferéncia destas caracteristicas no sucesso do
estabelecimento in vitro da espécie. Benson (2000) destaca o excesso de compostos fendlicos e sua
oxidagdo como os principais responsaveis pela recalcitrancia in vitro (incapacidade de resposta a
cultura de tecidos) de algumas espécies.

Os problemas de contaminagdo in vitro t€ém sido resolvidos com antibidticos e fungicidas,
porém Ando & Murasaki (1983) sugerem que a contaminagdo causada por microorganismos
endégenos também pode ser controlada pelo estiolamento da planta-matriz. Os efeitos do estiolamento
incluem a coloragio clara, alongamento dos interndédios e aumento da suculéncia, proporcionando
decréscimo na barreira mecinica dos tecidos do caule em conseqiiéncia da menor lignificagdo,
suberificagdo e espessura das paredes celulares (Maynard & Bassuk, 1996) predispondo esse tecido a
uma desdiferenciagdo, condigdo ideal para uma proliferagdo celular anarquica levando a formagdo de
calos friaveis (Kouadio et al., 2004).

(1) Bolsista CNPQ/PIBIC; (2) Pesquisadora, Embrap2 Amazénia Ocidental, Cx. Postal 319, CEP 69 011 970
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Os objetivos deste trabalho foram testar preliminarmente o efeito do estiolamento nos ramos
fornecedores de explantes e avaliar explantes de ramos estiolados na presen¢a € auséncia de

antibidtico, visando o controle da contaminagdo no estabelecimento in vitro do guaranazeiro.

MATERIAL E METODOS

Trés experimentos preliminares foram desenvolvidos no Laboratoério de Cultura de Tecidos
da Embrapa Amazdnia Ocidental. O material vegetal utilizado foi o clone CMU 300, caracterizado
como produtivo e resistente a antracnose. Inicialmente, foram testados dois tratamentos: ramos com e
sem estiolamento como fonte de explantes (Experimento 1). Os ramos jovens receberam uma
cobertura em dupla camada de TNT da cor preta durante quinze dias para indugdo de estiolamento. Os
explantes ndo estiolados foram apices caulinares e segmentos nodais, enquanto que segmentos de
folha e de peciolo foram os explantes estiolados. Os explantes foram imersos em uma solugdo de
Benomil (5 gL) para desinfestagdo, seguido de assepsia na cimara de fluxo laminar, com imersdo em
solugdo de alcool 70% por 30 segundos e em solugdo de agua sanitaria 50% por 10 minutos e,
finalmente, lavados trés vezes com agua destilada e autoclavada.

A inoculagdo dos explantes foi em tubo de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura MS
(Murashigue & Skoog, 1962), contendo carvio ativado 0,025%, 3% de sacarose, 250 mgL™" de 4cido
ascorbico, Benomil 1 gL' ¢ solidificado com 0,6% de agar, pH ajustado para 5,8. O delineamento foi
inteiramente casualizado com 15 repetigdes por tratamento, sendo cada explante por tubo uma unidade
amostral. Aos 20 dias, as culturas foram avaliadas quanto as porcentagens de explantes.contaminados
€ nao contaminados.

Nos experimentos seguintes, os tratamentos foram explantes de ramos estiolados na
presenga e auséncia de antibidtico, sendo cada tipo de explante um experimento: segmentos de folha
(Experimento 2) e segmento de peciolo (Experimento 3). Os procedimentos de coleta, desinfestagdo e
assepsia foram os mesmos descritos para o Experimento 1.

O meio de cultivo foi 0 MS (Murashigue & Skoog, 1962), contendo carvdo ativado 0,025%,
3% de sacarose e solidificado com 0,6% de agar em pH 5,8. Os antibidticos adicionados foram
rifampicina, polimixina e cefatoxima na forma de discos de antibiograma, imersos em 20 mL de agua
destilada e autoclavada por 20 minutos. A solugdo passou por filtro de esterilizagdo e foi acrescida ao
meio apds autoclavagem. O delineamento foi inteiramente casualizado com 70 repetigdes por
tratamento, sendo cada explante por tubo uma unidade amostral. Aos 30 dias, os explantes foram
avaliados quanto a percentagem de sobrevivéncia, contaminagéo e oxidagio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os explantes retirados de ramos sem estiolamento tiveram percentuais maximos de
contaminagdo. Por outro lado, verificou-se que ndo houve a contaminagdo total nos explantes que
foram submetidos a estiolamento, obtendo-se percentuais de ndo contaminados de 15% para segmento
de folhas e 39% para segmento de peciolo (Tabela 1). O efeito do estiolamento no controle de
contaminag¢do de cultivos in vitro foi estudado por (Murasaki & Tsurushima, 1988; Karam & Al-
Majathoub, 2000), que conseguiram eliminar completamente a contaminagdo por microorganismos
endogenos em explantes estiolados de peciolo da eslloécie ornamental silvestre Cyclamen persicum
Mill.

Apesar de a contaminagio persistir, os resultados sinalizaram a possibilidade da utilizagdo
do estiolamento associado a outros tratamentos na tentativa de reduzir ao maximo a taxa de

contaminagdo dos explantes no processo de estabelecimento in vitro do guaranazeiro.

TABELA 1 - Porcentagem de contaminados e ndo contaminados em dois tratamentos dos ramos

fornecedores de explantes para o estabelecimento in vitro de guaranazeiro.

TRATAMENTOS EXPLANTES
Apices caulinares (%) Segmentos nodais (%)
RAMOS SEM Contaminados | Ndo Contaminados | Contaminados | Ndo Contaminados
ESTIOLAMENTO 100 0 100 0
Segmento de Folha (%) Segmento de Peciolo (%)
RAMOS COM | Contaminados | Nio Contaminados | Contaminados | Ndo Contaminados
ESTIOLAMENTO 85 15 61 39

O percentual de explantes sobreviventes (calo + sem calo) na combinagdo estiolamento de
ramos na presenga de antibidtico foi superior nos dois tipos de explantes, sendo 35% para segmento de
folha contra 91% dos segmentos de peciolos. No entanto, a presenga de antibidtico nido eliminou
totalmente a contaminagdo dos explantes coletados em ramos estiolados, restando uma taxa de
contaminados de 4% para segmentos de folha e 9% para segmentos de peciolo (Tabelas 2 € 3).

TABELA 2 - Porcentagem de segmentos de folha, sobreviventes e descartados, no estabelecimento in

vitro de guaranazeiro meio MS com e sem antibiético.

TRATAMENTOS SOBREVIVENTES (%) DESCARTADOS (%) TOTAL
Com Calos | Sem Calos | Contaminados | Oxidados
MS COM 35 0 4 61 100
ANTIBIOTICO




MS SEM 0 0 0 100 100
ANTIBIOTICO

Além da contaminagdo, notou-se a ocorréncia de elevadas taxas de oxidagdo, principalmente
quando os explantes de ramos estiolados foram inoculados em meio sem antibiético, com 100% de
segmentos de folha e 76% de segmentos de peciolo oxidados. No tratamento com antibiético, os
segmentos de folha também apresentaram 61% de oxidados, provavelmente pela maior concentragdo

de compostos fendlicos em relagdo ao peciolo (Tabelas 2 ¢ 3).

TABELA 3 - Porcentagem de segmentos de peciolo, sobreviventes e descartados, no estabelecimento

in vitro de guaranazeiro meio MS com e sem antibiético.

TRATAMENTOS SOBREVIVENTES (%) DESCARTADOS (%) TOTAL
Com Calos | Sem Calos | Contaminados | Oxidados
MS COM 30 61 0 0 100
ANTIBIOTICO
MS SEM 12 4 8 76 100
ANTIBIOTICO

E importante salientar a formagio de calos nos explantes de ramos estiolados mesmo sem a
utilizagdo de regulador de crescimento, principalmente nos tratamentos em que o estiolamento esteve
associado a presenga de antibiético, observando-se a formagdo de calos em 35% em segmento de folha
e 30% em segmento de peciolo. A aplicagio do estiolamento de explantes como indutor de calogénese
tem sido comum no processo de propagagdo in vitro de algumas espécies. Cultura de peciolos
estiolados produziu calos mais vigorosos comparados aqueles provenientes de peciolos nio estiolados
em Cyclamen persicum Mill. (Karam & Al-Majathoub, 2000).

CONCLUSOES

1. Houve uma redugéo na perda por contaminagido com a utilizagdo de explantes de
ramos estiolados € aumento da perda por oxidagdo na maioria dos tratamentos.

2. 0O estiolamento dos ramos fornecedores do explante segmento de peciolo eliminou
totalmente a contaminagdo e oxidagdo quando o meio de cultura foi acrescido de antibidtico.

3. Estudos mais completos envolvendo a combinagdo dos tratamentos estiolamento de

ramos, antibidticos e antioxidantes serdo necessarios para a obtengdo de conclusées definitivas.
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