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Introducao

O Brasil é praticamente o Unico produtor de guarana do mundo,
excetuando-se pequenas dareas plantadas na Amazdnia venezuelana e
peruana, onde existe o cultivo comercial da espécie (Embrapa, 1998). O
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) é uma alternativa
agronomicamente viavel para a utilizacdo do ecossistema denominado de
"terra firme" (dreas nao inundaveis} na Amazoénia, porque adapta-se a terras
degradadas e pode constituir-se em um componente para cultivos multiplos.
Estima-se que a producdo nacional de améndoas esteja em torno de 5.000
toneladas/ano, com possibilidades de expansao, e que pode contribuir para a
economia nacional em razédo da existéncia de um mercado capaz de absorver
quantidades superiores a ofertada (Embrapa, 2002).

Desta forma, o guarana se destaca como um dos produtos de alto
potencial econdmico e de grande significado social no meio rural amazénico,
merecendo dedicacdo das instituicoes de pesquisa ao conhecimento da
espécie, o que deve possibilitar a geracdo de tecnologia para seu cultivo
racional. Atualmente, toda a producdo nacional € consumida no mercado
interno, sendo irriséria a quantidade exportada. Da oferta nacional de
améndoas de guarana, cerca de 70% € absorvida pelos fabricantes de
refrigerantes, enquanto os 30% restantes sdo comercializados sob a forma de
xarope, bastao, pé e extrato.

Apesar dos revezes de mercado, que provocaram a diminuicédo da area
plantada, no Amazonas, em 2000 para 55% do que foi registrado no ano de
1990, a producao aumentou mais de trés vezes, durante o mesmo periodo, no
Estado do Amazonas {IBGE, 2003). Parte deste progresso esta, certamente,
associado com os resultados dos programas de pesquisa conduzidos pela
Embrapa, desde a década de 70 (Atroch, 2001).

A tecnologia desenvolvida, no entanto, ainda é parcamente
aproveitada. O dominio da técnica de clonagem por estaquia e o
desenvolvimento de clones melhorados quanto a produtividade, tolerancia a
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antracnose e teor de cafeina, que foram recomendados pela Embrapa
Amazonia Ocidental, foi um passo importante que pode ser complementado
por um processo que possibilite a multiplicacdo mais rapida destes clones in
vitro.

Objetivo

Definir combinacées de AIA (acido indolacético) e BAP
{benzilaminopurina) mais efetivas para induzir a formacéao de ca/li a partir de
explantes de mudas estioladas de guaranazeiro.

Material e Métodos

Material vegetal: foram utilizados folhas, peciolos e nervuras coletados
de mudas do clone BRS-Amazonas estioladas e tratadas semanalmente com
fungicida ("thiophanate methil"}), mantidas em casa de vegetacdo na Embrapa
Amazoénia Ocidental, Manaus - AM.

Assepsia: os explantes foram realizados com alcool etilico a 70% por
30 segundos seguido de agua sanitaria (2% de cloro ativo) a 30% por 5
minutos.

Meios de cultura, arranjo experimental e analise estatistica: os tecidos
foram cultivados em meio MS {Murashigue & Skoog, 1962) modificado, com
adicao de amoxilina e cefotaxima (100 ug/ml), carvao ativado (2,5 g/L), BAP
{benzilaminopurina} e AlIA (acido indolacético}). O BAP foi acrescentado ao
meio antes de autoclavar e o AlA depois de autoclavar. O experimento seguiu
o arranjo fatorial com trés niveis de BAP {0,1; 0,3 e 0,9 mg/L) e trés niveis de
AlA (0,3; 1,5 e 3,0 mg/L} e um tratamento controle onde ndo foram
adicionados horménios, sendo testados 401 explantes no experimento G2 e
400 explantes no experimento G3, sendo 10 em cada placa de Petri de 90 mm
de diametro. O "thiophanate methil” foi adicionado ao meio de cultura nos
dois experimentos, na concentracao de 2 g/L, sem autoclavar no experimento
G2 e depois de ser autoclavado no experimento G3. Foram anotados o nUmero
de explantes contaminados por fungos e bactérias, oxidados e que geraram
calli, no periodo de 02 de agosto a 17 de novembro de 2005. O teste do chi-
quadrado de Pearson foi aplicado para determinar a significancia da diferenca
entre a taxa de contaminacao e o nimero total de explantes com cal/li em cada
experimento, utilizando o aplicativo GENES. O numero de explantes com calli
por tratamento foi dividido pelo total de cada experimento para obtencéao do
numero relativo e, em seguida, as médias por tratamento foram calculadas.
Estas médias foram submetidas ao teste t de Student para verificar a
significancia da diferenca com relacdo a média geral. Modelos de regressao
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foram submetidos a analise estatistica para explicar o efeito de cada um dos
horménios e a interacdo entre eles, utilizando o aplicativo SYSTAT 11 ("trial
version").

Resultados e Discussao

A taxa de contaminacdo de explantes foi de aproximadamente 55%
para o experimento G2 e 78% para o experimento G3. Estes resultados foram
significativamente diferentes (Tabela 1) e o aumento da taxa de
contaminacdo no G3 pode ter resultado da submissdo do fungicida a
autoclavagem.

Tabela 1. Teste do chi-quadrado para a taxa de contaminacéo de explantes do
clone de guaranazeiro BRS-Amazonas, em dois experimentos de cultivo /n
vitro (Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, 2005).

Experimento Contaminados Nao Contaminados Probabilidade
G2 220 181 < 0,001
G3 311 89 < 0,001
531 270 < 0,001

Apesar das mudas estarem recebendo aplicacdo de fungicida
semanalmente, de estarem estioladas {Barbosa et a/., 2005) e de terem sido
adicionados ao meio de cultivo fungicida e antibidticos, as taxas de
contaminacao foram muito altas, o que obrigou a transferéncia dos explantes
aparentemente axénicos, para meio de cultura fresco em placas de Petri
recém-preparadas, sempre que necessario para evitar a disseminacédo da
contaminacdo. Os contaminantes mais frequentes, que disseminaram mais
rapidamente e mais danosos aos experimentos foram fungos.

A oxidacao ocorreu em cerca de 26 % dos explantes do G2 e em menor
porcentagem no experimento G3. Esta taxa € aceitavel mas pode estar sendo
mantida as custas de propiciar-se uma assepsia externa mais drastica ao
material antes de inocular /n vitro. O tratamento rapido (5 minutos) com agua
sanitaria tem sido Util para evitar oxidacdo, mas pode ser uma das causas da
alta taxa de contaminacéao. Os sintomas de oxidacdo foram mais perceptiveis
nos explantes oriundos de folhas. Uma boa parte deles e dos explantes de
nervuras e peciolos, ainda que apresentando sintomas de oxidacao, geraram
calli do tipo Il {Fig. 1B, a esquerda do explante), que apresentam crescimento
lento, sdo constituidos de células grandes de coloracdo esverdeada, sdo mais
compactos mas ndo sdo secos, crescem a partir das extremidades dos
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explantes e sdo, uma vez formados, menos suscetiveis a oxidacao.

A grande maioria dos calli obtidos foi, no entanto, do tipo | (Fig.s 1A,
1B a direita do explante). Estes sdo extremamente fridveis, a proliferacao das
células nao tem padrao definido e ocorre por toda a superficie dos explantes,
principalmente daqueles oriundos de peciolo. Nao sdo, aparentemente,
gerados a partir de uma ou poucas células e apresentam tendéncia a oxidacao
muito acentuada. Sao constituidos de células pequenas, de conteldo pouco
denso e alongadas (Fig. 1C).

Fig. 1. Explantes do clone BRS-Amazonas de guaranazeiro apresentando calli gerados
invitro. A - calli tipo |; B - callus tipo |l na extremidade esquerda e tipo | na extremidade
direita do explante; C - callus do tipo |, em aumento de aproximadamente 90 x. Em C
observa-se algumas células com sintomas de oxidacdao (Embrapa Amazdnia
Ocidental, Manaus, 2005).

130



P. C. da S. Angelo et. al.

Nesses experimentos houve um maior nimero de explantes com calli
do que havia sido anteriormente registrado (Barbosa et a/., 2005). O nimero
de explantes com calli no experimento G2 e no G3 foi significativamente
diferente (chi-quadrado 20,14; P= 0,004} e por isto foi utilizado o ndmero
relativo ao total por experimento para as analises em conjunto da efetividade
dos tratamentos. A média dos tratamentos 1, do 6 e do 9 foi superior a média
geral e amédiados tratamento 7 e do 8 foiinferior {Tabela 2).

Tabela 2. Numero total e relativo de explantes do clone de guaranazeiro BRS-
Amazonas que apresentaram calli, em dois experimentos de cultivo in vitro em
meio contendo combinactes de doses {mg/L) de horménios (Embrapa
Amazoénia Ocidental, Manaus, 2005).

Trat BAP AlIA Explantes com Calli
Total No. Relativo**
1 0.1 0.3 19 0,20769*
2 0,1 1,5 6 0,09231
3 0.1 3,0 7 0,11538
4 0.3 0.3 6 0,09538
5 0.3 1,5 8 0,09846
6 0.3 3,0 21 0,16154*
7 0.9 0.3 4 0,03077*
8 0.9 1,5 1 0,04000*
9 0.9 3,0 13 0,18615*
10 0 0 5 0,07692
Total 20 1,105
Média 9,00 0,11046
Desvio Padrao 6,67 0,05865

*Valores significativamente diferentes da média (P = 0,05).
**Ndamero relativo de explantes com calli (explantes por experimentos).

A regressao foi testada para explicar o efeito do BAP, do AIA e da
interacdo entre os dois hormdnios. O modelo sé foi significativo para a
interacdo (r* = 0,348; P = 0,01). A probabilidade de tratar-se de interacéo
nao-linear foi de 0,041. Aplicando a hip6tese de que a interacdo entre os
horménios poderia ser explicada por um modelo quadratico foi gerado o
grafico apresentado na Figura 2. As curvas foram limitadas a amplitude dos
dados e ajustadas para cobrir o intervalo de confianca de 95% de variacao
entre o nUmero relativo de calli obtidos por tratamento em cada experimento.
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Fig. 2. Representacdo gréfica do resultado da combinacédo de concentracdes de AlA e
BAP para a geracao de calli oriundos de explantes de tecidos do clone BRS-Amazonas
de guaranazeiro. As curvas de regressao foram construidas com a inclusao da dose O
(zero) dos hormoénios (Embrapa Amazoénia Ocidental, Manaus, 2005).

Nos experimentos aqui descritos, explantes submetidos ao cultivo
sem adicdo de horménios ({tratamento 10) produziram calli e com média
superior a dos tratamentos 7 e 8. Tomando o resultado dos testes de Student
{Tabela 2) e a conformacao da curva de regressdo na Figura 2 verifica-se,
ainda, que a adicdo de horménios em concentracdes muito baixas {tratamento
1) e nas concentracdes mais altas testadas {tratamento 9) geraram resultados
semelhantes. Considerou-se, entdo, que explantes de mudas estioladas do
BRS-Amazonas adquiriram competéncia para a geracao de calli in vitro, ou,
pelo menos, para suportar a proliferacdo de células nao diferenciadas (callus
do tipo I}, independentemente da adicdo de reguladores ao meio de cultivo,
resultado anteriormente observado no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Amazonia Ocidental {(Barbosa et a/., 2005). Aparentemente,
portanto, parte dos calli observados em cada tratamento formou-se a revelia
dos reguladores fornecidos no meio de cultura.

Por outro lado, a interacéo entre os dois reguladores fornecidos parece
ter sido relativamente mais efetiva nos tratamentos em que foram
adicionados 3 mg/L de AlA e pelo menos 0,3 mg/L de BAP, o que explicaria a
média alcancada pelos explantes submetidos ao tratamento 6, quando
comparado ao tratamento 4 e ao 5 e ao tratamento 9, quando comparado ao 7
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e ao 8. Nestes casos (6 e 9), supds-se que houve alguma sensibilidade aos
hormonios exégenos.

Do que foi dito, depreende-se que serad necessario testar doses mais
altas dos reguladores AIA e BAP e/ou introduzir nos experimentos outros
reguladores de crescimento para que ainducao de calli possa ser efetivamente
correlacionada aos tratamentos dispensados aos explantes, o que deve
permitir melhor controle da fase de inducdo e das fases seguintes dos
experimentos que visam a micropropagacao do guaranazeiro.

Conclusao

Entre as combinactes de AIA e BAP testadas para controlar ou seja,
induzir realmente, a formacdo de calli em explantes oriundos de mudas
estioladas do clone BRS-Amazonas de guaranazeiro, foram efetivas aquelas
que incluiram incluiram pelo menos 3,0 mg/L de AIA e 0,3 mg/L de BAP, em
meio MS modificado.
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