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Estabelecimento de protocolo para o cultivo in vitro do guarana [Paullinia
cupana (Mart.) Ducke]

Crystianne Bentes Barbosa'” e Larissa Alexandra Cardoso Moraes®.

“Bolsista CNPq/Pibic; “Embrapa Amazénia Ocidental, Rodovia AM 010, km 29, Zona Rural, Caixa Postal 319, 63010-970. Manaus -
AM. E-mail: larissa@cpaa.embrapa.br

Resumo - O desenvolvimento de protocolo que permita o cultivo do guarana in vitro podera
contribuir para a reducdo dos custos de manutencédo da conservacdo de germoplasma e ainda
elevar a taxa de germinacdo e de sobrevivéncia das plantulas obtidas por meio de selecédo
recorrente. Para tal, foram inoculados, em diferentes meios de cultura, explantes obtidos de
mudas estabelecidas em viveiro e segmentos de sementes contendo o embrido. No
estabelecimento dos explantes, o tratamento com fungicida e antibiético {(benlate- 50 mg L" e
agrimicina- 150 mg L") apresentou taxa de 100% de contaminacdo pelos microorganismos
enddgenos e, ainda, alta em explantes previamente estiolados {74%). A maior taxa de
germinacdo de sementes, que, em média, ocorreu aos 18 dias apds a inoculacao, foi de 25%
{tratamento sem reguladores), sendo esse baixo valor atribuido a alta taxa de contaminacéo
{75% - 95%). As plantulas obtidas foram transferidas para meios de multiplicacado, obtendo-se
brotacdo das gemas laterais apenas nos tratamentos com quebra da dominancia apical. Houve
taxa de 100% de enraizamento utilizando-se metade da concentracdo dos sais do meio de
crescimento de Murashigue & Skoog no meio de crescimento, suplementado com 0,2 mg L" de
acido indol acético.

Termo para indexacao: guarana, cultivo in vitro, micropropagacéo, melhoramento genético.

Establishment of a protocol for the in vitro cultivation of guarana
[Paullinia cupana (Mart.) Ducke]

Abstract - Establishment of a protocol for the in vitro cultivation of guarana (Paullinia cupana):
the development of a protocol which enables the jn vitro cultivation of guarana may contribute to
the reduction the cost of germplasm maintenance and conservation as well as to increase the
germination and survival rates of the seedling obtained through recurrent selection. For this
purpose, expants from nursery plants and seed segments containing the embryo were inoculated
in different cultivation media. In the establishment of explants, the treatment with fungicide plus
antibiotic {benlate 50mg L" and agrimicina 150 mg L") present 100% contamination with
endogenous microorganisms and 75 % with explants previously etiolated. The higher rate of seed
germination, which occurred in average 18 days after inoculation, was 25% {treatment without
growth regulators). This value being attributed to the high contamination rate (75%-95%). The
seedling obtained were transferred to propagation media, the sprouting of lateral buds having
occurred only with the suppression of the apical dominance. The rooting success was 100%
with the use of half the salt concentration of the Murashigue Skoog in the growing medium
supplemented with 0,2 mg L™ indolacetic acid.

Index terms: guarana, in vitro culture, micropropagation, plant breeding.
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Introducao

O guarana (Paullinia cupana var. sorbilis
{Mart.) Ducke) é uma espécie amazodnica de
relevante valor industrial, sendo o Brasil o
Unico produtor comercial de guarana do
mundo, excetuando-se pequenas areas de
plantio na Venezuela e no Peru. Estima-se que
a producdo nacional esteja em torno de 2.492
toneladas/ano, das quais o Estado do
Amazonas €& responsavel por
aproximadamente 1.300 toneladas/ano.
Atualmente, quase toda a producdo nacional
é consumida no mercado interno. Estima-se
que da demanda nacional de améndoas de
guarana cerca de 70% seja absorvida pelas
fabricas de refrigerantes e o restante
comercializado na forma de xarope, bastao,
po e extrato {Cravo, 2001).

O guaranad é uma cultura cultivada por
pequenos e grandes produtores, destacando-
se como um dos produtos de alto potencial
econdmico e de grande significado social no
meio rural amazbnico e nas outras regides
produtoras (Cravo, 2001).

O principal problema da cultura é a baixa
produtividade, obtida com o uso de gendtipos
ndo melhorados. O programa de
melhoramento obteve diversos clones,
propagados por enraizamento de estacas,
cuja utilizacdo pode aumentar em até dez
vezes 0s atuais indices de produtividade, além
de serem genodtipos com tolerancia a principal
doenca do guarana, a antracnose
{Nascimento Filho et al., 2000). O programa
de melhoramento dessa espécie consta de
duas linhas de pesquisas: selecdo recorrente
intra-especifica e selecdoes clonais, sendo a
conservacdo de seu germoplasma,
atualmente mantido in vivo, atividade
fundamental como suporte a esse programa
{Atroch, 2001).

A utilizacdo da cultura de tecidos para a
conservacdo de germoplasma tem sido
especialmente util para espécies propagadas
vegetativamente, como batata (Sofanum
tuberosum), mandioca (Manihot esculenta) e
alho (A/lium sativum). Entre as vantagens do
emprego dessa técnica inclui-se a reducéo
dos custos e a facilidade do intercAmbio de
germoplasma em condicdes assépticas
{Torres, 1998).

O cultivo in vitro consiste em uma técnica

para desenvolver, em condicOoes de
laboratério, um segmento da planta chamado
explante, partindo de um meio de cultura
artificial, sélido ou liquido, sob condicdes
ambientais controladas e total assepsia. Por
meio dessa técnica é possivel a obtencéo de
uma massa desorganizada de células em
constante divisdo e elongacédo, denominada
calo. A formacéo de calo detém consideravel
importancia como processo intermediario na
organogénese, assim como em estudos de
morfogénese, bioguimica, citologia, genética
e etiologia de doencas nas plantas.

Conforme Bottino (1981), o calo ocorre
naturalmente como resposta a injurias,
infestacdo de insetos ou patégenos, na unido
de um enxerto, ou pode ainda ser induzido
colocando-se um pedaco de tecido vegetal
dissecado em contato com um meio de
cultura apropriado. Hartman et al. (1990)
afirmaram que o calo é produzido nos
explantes cultivados in vitro, como resultado
do ferimento ocorrido por ocasido da
dissecacdo do tecido e em resposta a
reguladores do crescimento endégeno ou
supridos pelo meio de cultura. Segundo
Pasqual (1985}, teoricamente qualquer parte
da planta pode ser utilizada para iniciar a
cultura de tecidos, porém melhores resultados
sdo alcancados com tecidos mais jovens e
ativos, que sdo prontamente estimulados e
tém maior potencial morfogenético.

Dentre os problemas enfrentados na fase
inicial de estabelecimento do explante in vitro
destacam-se a contaminacdo e a oxidacéo
fendlica. A contaminacdo pode ser por
bactérias e fungos presentes na superficie dos
tecidos de folhas, gemas e segmentos nodais
ou ainda por microorganismos presentes no
interior dos tecidos, conhecida como
contaminacdo enddgena. Este tipo de
contaminacdo é mais freqliente em explantes
derivados de plantas cultivadas no campo.
Orgdos e tecidos com contaminacéo
enddgena sao de dificil desinfestacéo (Torres
etal., 1998).

A oxidacdo fendlica € um dos sérios
problemas que podem dificultar o
estabelecimento inicial do cultivo in vitro. A
liberacdo de compostos fendlicos ocorre por
dano causado nas células durante a excisdo
dos explantes. Algumas enzimas oxidam os
fendis formando quinonas {Maier & Metzler,
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causarem a inibicdo do crescimento e morte
dos explantes em grande ndmero de espécies
{Monacoetal., 1977).

Existem substancias naturais das plantas
que possuem atividade antioxidante. O acido
ascorbico, considerado antioxidante
biolégico, estd presente em altas
concentracbes em muitos compartimentos
celulares, como o estroma dos cloroplastos
{Larson, 1988). A prevencéao a oxidacdo pode
ser obtida ainda com o uso de cisteina, outro
antioxidante, ou de adsorventes como carvao
ativado e polivinil pirrolidona (PVP) (Torres et
al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi determinar,
para a cultura do guaranazeiro, as condicdes
para estabelecimento in vitro de explantes
provenientes de mudas de viveiro e
germinacédo in vitro de sementes obtidas de
selecdo recorrente.

Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no
laboratério de cultura de tecidos da Embrapa
Amazoénia Ocidental.

Obtencao de explantes

Estacas dos clones CMU 300 e CMU 613,
caracterizados como clones produtivos,
resistentes a antracnose e de facil
enraizamento, foram coletadas do Banco
Ativo de Germoplasma localizado na Embrapa
Amazdnia Ocidental do km 29, Rodovia AM
010, no Municipio de Manaus-AM. As
estacas foram tratadas por 20 minutos em
solucdo de Benomyl (50 mg L") e mais 20
minutos em solucdo de Agrimicina {150 mg L
'} para reduzir os microorganismo endofiticos.
As pontas inferiores das estacas foram
colocadas em contato com um hormoénio
enraizador {AIB 2000 ppm) e em seguida
plantadas em tubetes suspensos contendo
como substrato areia mais vermiculita
autoclavadas (2:1). Durante o periodo em que
permaneceram na casa de vegetacédo
receberam aplicacdo quinzenal dos produtos
comerciais Benlate 500 (4 g L") e Agrimicina
(12gL™).

Estabelecimento in vitro do guaranazeiro
Meio acrescido de antibi6tico

Foram utilizados como explantes éapices
caulinares e segmentos nodais das mudas
estabelecidas em viveiro. Esses explantes
foram submetidos inicialmente a pré-
tratamento de desinfestacdo por meio de
imersdo em Benomyl (5 g L"), seguido do
processo de assepsia na camara de fluxo
laminar, em diferentes concentracboes de
solucdo de agua sanitaria e dlcool comercial.

Os A4pices caulinares e o0s segmentos
nodais foram seccionados em tornode 1,5cm
de comprimento inoculados em tubo de
ensaio contendo 10 mL de meio. Nessa fase,
foi testado o meio de cultura MS (Murashigue
& Skoog, 1962), acrescido de 3% de
sacarose, solidificado com 0,6% de agar, pH
5,8, 250 g L" de 4cido ascérbico e Benomyl (0
gL', 1gL"e2gl"), suplementado com 6-
benzilaminopurina (BAP) {OmgL'e 0,1 gL").
O experimento teve delineamento
inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 3 x 2 (dois explantes x trés
dosagens de Benomyl x duas dosagens de
BAP), com 15 repeticGes por tratamento,
sendo cada tubo uma unidade amostral
contendo um explante. Ao final de 15 a 20
dias, as culturas foram avaliadas quanto ao
vigor e porcentagem de explantes
contaminados.

Explante com estiolamento induzido

Foliolos jovens das mudas estabelecidas
na casa de vegetacdo receberam uma
cobertura em dupla camada de TNT da cor
preta para induzir o estiolamento (Karam & Al-
Majathoub, 2000) (Figura 1). Apds duas
semanas foram coletados e imersos em
solucdo 5% de agua sanitéria.
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Fotos: Larissa A.C. Moraes

Figura 1. Estiolamento de foliolo de muda de guarana: a)
cobertura com TNT; b) foliolo estiolado. Embrapa
Amazénia Ocidental, Manaus-AM, 2004.

Na camara de fluxo laminar foram
transferidos para solucdo de agua sanitaria
50% por 10 minutos e em seguida para
solucdo de alcool 70% por 30 segundos e
lavados trés vezes com Aagua destilada
autoclavada.

Esses explantes foram segmentados em
peciolo e limbo foliar, sendo entdo imersos em
solucao de acido ascoérbico (0,2% e 1%) por
20 minutos. A inoculacdo foi feita em meio
MS, contendo carvdo ativado 0,025% e
suplementado com 0,1 mg L' de AIA. O
experimento teve delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 {dois
explantes x duas dosagens de acido
ascorbico), com 28 repeticdes por
tratamento, sendo cada tubo uma unidade
amostral contendo um explante. Apods 15 a
20 dias, as culturas foram avaliadas gquanto
ao vigor e porcentagem de explantes
contaminados.

Germinacéo in vitro de sementes de
guarana

As sementes receberam o0 mesmo
tratamento de desinfestacao descrito no item
Meio acrescido de antibiotico. Na cAmara de
fluxo laminar, essas sementes tiveram parte
de seu endosperma eliminado, em seguida
foram inoculadas em tubo de ensaio contendo
10 mL de meio de germinacdo da seguinte
composicao sais e vitaminas de MS, 0,5% de
carvdo ativado e GA, {(giberelina) (0 mg L™, 1
mg L' e 2 mg L'). O experimento foi
inteiramente casualizado com trés
tratamentos {diferentes dosagens de
giberelina) e 15 repeticGes por tratamento,
sendo cada tubo uma unidade amostral
contendo um explante. As culturas foram
avaliadas quanto & porcentagem de embriGes
germinados e porcentagem de contaminacéo.

Multiplicacao in vitro de plantulas de
guarana

A multiplicacao foi induzida na parte aérea
das plantulas germinadas no item anterior
{Figura 2) pela inoculacdo em meio MS,
acrescidos de 3% de sacarose, solidificado
com 0,6% de agar, pH 5,8 e suplementado
comBAP (OmgL",0,6mgL", TmgL", 2mgL"
e 5 mg L"). Foram realizados subcultivos a
cada 30 dias. No segundo subcultivo foram
retirados os apices de metade das repeticdes
de cada tratamento a fim de induzir a brotacéo
das gemas laterais. As culturas foram
mantidas a um fotoperiodo de 16 horas de
luz/8 horas de escuro, sob intensidade
luminosa de 3.000 lux e temperatura de 28°C
+ 2°C. Foi observado o nidmero de brotacdes
por tratamento. O desenho experimental
adotado serd inteiramente casualizado com
10 tratamentos e 20 repeticdes.

“

Fotos: Larissa A.C. Moraes

Figura 2. Parte aérea de sementes de guarana
germinadas in vitro. Embrapa Amazénia Ocidental,
Manaus-AM, 2004.

Enraizamento in vitro de plantulas de
guarana

As brotacdes obtidas no item anterior
foram transferidas para os meios MS e 2 MS
acrescidos de 0,025% de carvdo ativado e
suplementados com 0,1 mg L' de AIA.
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Resultados e Discussao
Estabelecimento in vitro do guaranazeiro
Meio suplementado com antibiotico

Os tratamentos utilizados néo
promoveram o efeito esperado, uma vez que,
em 100% do experimento, ndo foi possivel
controlar a contaminacéao.
Comprovadamente essa espécie apresenta
nimero elevado de microorganismos
endofiticos {Cantarin et al., 1996), o que
provavelmente contribuiu para a perda total
do experimento.

Explante com estiolamento induzido

A taxa de contaminacao foi alta em todos
os tratamentos {74%). O tratamento
segmentos foliares na auséncia de 4&cido
ascorbico apresentou perda adicional de 10%
por oxidacdo, indicando a necessidade de
tratamento antioxidante para esse tipo de
explante, uma vez que o corte facilita a
liberacdo de compostos fendlicos,
provocando oxidacdo e morte do tecido
vegetal.

Na Figura 3 estdo representados os dois
tipos de explantes em condicdes de serem

Figura 3. Explantes previamente estiolados, inoculados
em meio MS. a) segmento de peciolo com formagao de
calo na extremidade (seta); b) segmento de foliolo.
Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus-AM, 2004.

Germinacéo in vitro de sementes de
guarana

A germinacdo dos embrides ocorreu aos
18 dias apds a inoculacdo, em todos os
tratamentos, com percentagem de
germinacdo mais alta (76%) no tratamento
constituido de MS acrescido de 0,5% de
carvdo ativado, o que demonstra que a
espécie ndo necessita de suplementacdo com

fitorreguladores indutores de germinacdo. Na
Figura 4 pode-se notar o desenvolvimento
inicial da plantula.

Fotos: Larissa A.C. Moraes

Figura 4. Embrido germinado aos 18 dias apds a
inoculacdo. Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus-AM,
2004.

Multiplicacao in vitro de plantulas de
guarana

Os tratamentos com as doses mais altas
de BAP (1 mg L', 2 mgL" e 5 mglL"
mostraram sintomas de toxidez,
provavelmente pela alta concentracdo do
regulador utilizado {Torres et al., 1998), com
perda de 70% a partir do segundo subcultivo.
Essa alta taxa de perda levou a eliminacéo
desses tratamentos nas etapas seguintes do
trabalho.

As brotacoes laterais ocorreram nos
tratamentos cujos apices foram decapitados,
com ou sem a presenca do BAP, indicando a
pouca influéncia desse regulador no processo
de inducao de multiplicacao.

Enraizamento in vitro de plantulas de
guarana

O tratamento com metade das
concentracdes dos sais de MS promoveu
100% de enraizamento (Figura 5), enquanto o
tratamento MS completo foi de 0%.
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Fotos: Larissa A.C. Moraes

Figura 5. Formacdo de uma raiz sem ramificaces
secundarias. Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus-
AM, 2004.

Conclusao

O estabelecimento in vitro do guarand
podera ser obtido com menor taxa de
contaminacao a partir de explantes obtidos de
ramos estiolados de mudas enviveiradas.

E possivel se reduzir o tempo de
germinacdo de sementes de guarana em 80%
com a técnica de germinacdo in vitro sem a
adicdo de reguladores de crescimento.
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