INDUCAO DE CALLI EM EXPLANTES DE GUARANAZEIRO VISANDO A
EMBRIOGENESE SOMATICA

CALLIINDUCTION ON GUARANA PLANT EXPLANTS AIMING TO SOMATIC EMBRYOGENESIS

Paula Cristina da Silva Angelo“, Larissa Alexandra Cardoso Moraesz, Nelcimar Reis Sousaz, Regina Caetano Quisen?

RESUMO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) € uma planta
perene, nativa da Amazbnia. As sementes torradas sao
insumos para a industria de refrigerantes no Brasil e
consumidas em p6 pelo efeito estimulante. As cultivares clonais
desenvolvidas pela Embrapa Amazénia Ocidental sé&o
propagadas por estaquia e o cultivo in vitro pode ser utilizado
com a mesma finalidade, de multiplicar os gendtipos
selecionados. O meio MS modificado pela adigdo de fungicidas,
antibiéticos, antioxidantes e os reguladores do crescimento
acido indolacético, benzilaminopurina e acido 2,4-dicloro-
fenoxiacético foi testado para a indugdo, multiplicagdo e
manutencdo de calli formados sobre explantes retirados de
mudas. Calli desorganizados foram observados mesmo em
auséncia de reguladores. O 2,4-D foi essencial para a obtengao
de calli nodulares. Contaminagdo por fungos endofiticos e
oxidagao foram os principais problemas durante experimentos.
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ABSTRACT

Guarana plant (Paullinia cupana var. sorbilis) is a perennial
climbing species native to the Amazon rainforest. The
roasted seeds are used to produce non-alcoholic
carbonated drinks in Brazil and their powder is consumed
as stimulant. The cultivars developed by Embrapa Western
Amazon are propagated through rooted cuttings and in vitro
multiplication could be used with the same objective. MS
medium modified by the addition of fungicides, antibiotics,
antioxidants and the plant growth regulators indolacetic
acid, benzilaminopurine and 2,4 — dichlorophenoxy acetic
acid was tested for induction, multiplication and
maintainance of calli formed on explants taken from
greenhouse plants. Disorganized calli were observed even
in the absence of growth regulators and 2,4-D was
essential to obtain nodular calli. Contamination by
endophytic fungi and oxidation turned to be the worse
problems along experimentation.

Key words: Amazon; Sapindaceae; guarana; climbing plant;
tissue culture

O guaranazeiro [Paullinia cupana (Kunth) var. sorbilis
(Mart.) Ducke] é uma espécie nativa da floresta amazébnica,
incluida na tribo Paullinieae da familia Sapindaceae, que relne
plantas escandentes que apresentam estipulas (HARRINGTON
et al., 2005). E uma liana no habitat natural e um arbusto,
lenhoso, quando cultivado a pleno sol (ERICKSON et al,
1984). As sementes secas sao utilizadas por industrias
nacionais de refrigerantes e, em menor escala, para a
producdo de formulagbes consumidas com os objetivos de
perder peso, melhorar o desempenho esportivo e sexual e
melhorar a capacidade cognitiva (O’'DEA, 2003; RAY et al.,
2005).

Sao recomendados para o cultivo genoétipos
selecionados por suas caracteristicas superiores quanto a
produtividade e resisténcia a doengas, que sdo propagados
por meio de estaquia (PEREIRA, 2005). A propagacao in
vitro pode contribuir para a multiplicagdo rapida de plantas
recém-selecionadas. Os objetivos dos experimentos aqui
relatados foram desenvolver processos para a desinfestagéo
de explantes, indugdo e manutengao in vitro de calli de
Paullinia cupana var. sorbilis, visando a embriogénese
somatica.

Para a obtengdo de explantes, mudas das cultivares
clonais BRS-Amazonas, BRS-CG612 e BRS-Maués,
selecionadas pela Embrapa Amazbénia Ocidental, foram
mantidas em casa de vegetagdo, submetidas a aspersao
quinzenal com fungicida sistémico, agrimicina e adubo foliar.
Os explantes foram coletados em solugdo de acidos
ascorbico (150mg L° ) e submetidos & assepsia em alcool
70% (30 segundos) e agua sanitaria a 30% por cinco e 15
minutos. Cinco experimentos para indu¢do e multiplicagédo de
calli foram realizados, utilizando o meio de cultivo MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) com 30g L' de sacarose
suplementado com 150mg L™ de acido ascorbico, 29 L™ de
polivinilpirrolidona, 2g L™ de carvao atlvado MES a 4mM, pH
ajustado para 5,8. O agar (8g L ) foi utlllzado para os
experimentos | e Il e o Phytagel (2,29 L") para os
experimentos restantes. Nestes uItlmos foram adicionados ao
meio o cloridrato de cisteina (50mg L ) como antioxidante e,
a partir do quarto més, 100mg L de caseina hidrolisada. Os
reguladores de crescimento e fungicidas e antibidticos
utilizados estédo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Suplementos ao meio de cultivo MS utilizado para a indugéo de calli em guaranazeiro

EXPERIMENTO REGULADORES

AIA -0,3;1,5e30mgL”
BAP-0,1;0,3e0,9mg L

FUNGICIDAS E ANTIBIOTICOS

tiofanato metilico - 2 g L
amoxilina - 100 ug mL™
cefotaxima - 100 ug mL™

AIA -0,3;1,5e3,0mgL”
BAP-0,1;0,3e0,9mg L

tiofanato metilico (atcl) - 2 g L’
amoxilina - 100 ug mL”
cefotaxima - 100 ug mL™

2,4-D-0,2,40u6mgL”
Il AIA -30mglL’
BAP -09mgL"

tiofanato metilico (atcl) -3 g L’
azoxitrobina (50% i.a. - atcl) - 0,75 mL L
amoxilina - 100 ug mL™"
penicilina - 150 pg mL”

24-D-0,2,40u6mgL"”
v AIA -30mglL”
BAP -0,9mgL”

tiofanato metilico (atcl) - 3 g L
azoxitrobina (50% i.a. - atcl) - 0,75 mL L
amoxilina - 100 ug mL”’
penicilina - 150 pg mL™

24-D-0,2,40u6mgL"”
v AIA -30mglL’
BAP -0,9mgL"”

tiofanato metilico (atcl) - 3g L
azoxitrobina (50% i.a. - atcl) - 0,75 mL L

OBS: AlA = acido indolacético; BAP = benzilaminopurina; 2,4-D = acido 2,4-dicloro-fenoxiacético; atcl = autoclavado

Estes tratamentos foram acompanhados de placas com
meio sem reguladores de crescimento (testemunhas), mantidas
nas mesmas condi¢gdes, ou seja, ho escuro, em temperatura de
26 + 2°C. Foi definida como repetigdo uma placa de Petri de 90
mm contendo 10 explantes e foram cultivados, para cada um dos
experimentos | e Il, 360 segmentos de peciolos, pecidlulos ou
raquis das folhas; de nervuras de foliolos e de l1aminas foliolares
retirados das mudas da cultivar BRS-Amazonas, com quatro
repeticbes para cada um dos nove tratamentos. Nos
experimentos |l e IV, 320 segmentos de peciolos, pecidlulos ou
raquis das folhas e 320 explantes de nervuras, da cultivar clonal
BRS-CG612, respectivamente, com oito repeticdes para cada
um dos quatro tratamentos. No experimento V, 160 segmentos
de peciolos da cultivar clonal BRS-Maués, com quatro repeticdes
para cada um dos quatro tratamentos. A variavel analisada foi o
nuamero de explantes em que foi observada a formagdo de calli
dividido pelo nimero de explantes viaveis (isentos de oxidagéo
avangada e/ou contaminag&o) por placa. Os experimentos | e Il
foram acompanhados por trés meses e os resultados foram
submetidos conjuntamente a analise de regressao, utilizando o
SYSTAT 11 (“trial version”). Os resultados submetidos a anélise
de variancia nos experimentos lll, IV e V referem-se ao primeiro
e segundo meses. As testemunhas foram comparadas ao
tratamento sem adi¢cdo de 2,4-D dos experimentos Ill a V, pelo
teste Z. O Sigma Stat 2 foi usado para estas Ultimas andlises.
Calli de BRS-Maués cultivados por quatro meses, em O,9mq L!
de BAP e 3,0mg L de AlA, com e sem adigdo de 6,0mg L™ de
2,4-D, foram submetidos a analises histoldgicas. Para tal, foram
fixados em formalina:acido acético, desidratados em série de
etanol; imersos em butanol terciario e em butanol:cloroféormio
(3:1) e montados em parafina para a realizagdo dos cortes em
micréotomo. Os cortes foram desparafinados com xilol,
reidratados em série de etanol, corados e preservados em
balsamo do Canada. Calli de todos os experimentos foram
mantidos em meio contendo 2mg L' de 2,4-D. Os pesos de 10
destes calli, obtidos nos experimentos | e Il, foram registrados
por trés meses consecutivos. O cultivo em meio MS contendo
apenas citocininas [cinetina (KIN) ou tiodiazuron (TDZ)], sob luz,
foi testado para indugao de formagéo de parte aérea.

A analise dos dados dos experimentos | e Il indicou que
ndo houve diferenga significativa entre as doses de AIA e de
BAP testadas para induzir a produgao de calli, mas que houve
interacdo (F1,16) = 8,57; P<0,01) entre os dois reguladores, com
coeficiente baixo mas significativo (R> = 0,35; P = 0,01).
Considerou-se que os reguladores fornecidos foram efetivos
para a formagado de calli, nas combinagbes de pelo menos
0,3mg L' de BAP com 3,0mg L' de AIA. Os calli obtidos
nestes dois experimentos eram desorganizados, como aqueles
representados na Figura 1A, e apresentaram ciclos mensais de
renovacdo da proliferacdo celular e oxidagéo, por até quatro
meses. Estes calli ndo eram embriogénicos e foram pouco uteis
para a introdugdo em experimentos de organogénese
(ANGELO et al., 2005). Foram observados na superficie dos
explantes cultivados em meio sem reguladores e, nos
experimentos lll a V, o nimero de explantes em que ocorreram
nao diferiu na presenga de AIA e BAP (Omg L" de 2,4-D) e na
auséncia de reguladores, pelo teste Z (z = 0,676; P = 0,499).
Kakimoto (1996) relatou a indugdo de mutagdes em A. thaliana
que resultaram na obtencdo de calli que proliferaram
rapidamente, enverdeceram sob luz e formaram partes aéreas
na auséncia de citocinina exdgena. Por outro lado, West &
Preece (2006) consideraram que o benomil produziu, sobre
segmentos de caule e brotagbes de Hibiscus, -efeito
semelhante a doses baixas de citocininas. Portanto, apesar de
antibidticos e fungicidas serem uteis como suplemento ao meio
de cultivo — exemplo é a eliminagdo de 60% dos contaminantes
endofiticos de material coletado in situ descrita por Pence
(2005) - podem ter efeitos colaterais e ou serem fitotoxicos.

Em guaranazeiro, mesmo utilizando fungicidas,
antibidticos e antioxidantes, contaminagdo e oxidagdo de
explantes e calli foram entraves constantes para o
estabelecimento e a manutencao dos experimentos. Explantes
de nervuras contaminaram menos, mas foram mais propensos
a oxidagdo. Foram eliminados por contaminagdo entre o
terceiro e o quinto més 54,86; 77,75; 63,00; 22,25 e 53,50%
dos explantes nos experimentos | a V, respectivamente. A
contaminagéo resultou predominantemente do crescimento de
fungos endofiticos (GUIMARAES, 1998). Atingiram o quinto
més, isentos de contaminantes e proliferando, apesar dos
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sinais de oxidagdo, 254 calli, correspondendo a
aproximadamente 14% dos explantes inoculados. Aos dois
anos de cultivo, 10 calli das linhagens produzidas nos
experimentos | e Il e mantidas por repicagens mensais,
ganharam 1,88 + 1,72g em dois meses, mais de duas vezes o
peso médio inicial (0,88 + 0,60g) e isto foi considerado indicio
da manutengéao da atividade celular.

A morfologia dos calli induzidos na auséncia (Figura 1A)
e presencga de 2,4-D foi diferente (Figura 1B), assim como sua
anatomia interna. A proliferacdo celular observada em meio
sem reguladores de crescimento ou com 0,9mg L de BAP e
3,0mg L' de AIA, ocorreu, aparentemente, no parénquima,
logo abaixo das células epidérmicas e provocou o rompimento

da epiderme, nos pontos de formagéo dos calli desorganizados
(Figura 1C e E). Com a adigéo do 2,4-D (experimentos Il a V),
houve a formagédo de nddulos, que recobriram totalmente os
explantes (Figura 1B) com células opacas e simétricas (Figura
1D), bem diferentes daquelas transparentes e alongadas
observadas dos calli desorganizados (Figura 1E). Cada nddulo
ficou revestido por algumas fileiras de células com paredes
mais densas e menores, como que tendendo a individualizagao
(Figura 1D). Portanto, com a adicdo do 2,4-D, houve
multiplicacdo de camadas externas e desorganizagdo dos
tecidos internos proximos aos feixes vasculares (Figuras 1D e
F, setas), o que, por vezes, prenuncia a embriogénese (FEHER
et al., 2003).

B, explante e callus com eixo maior medindo aproximadamente 1,5cm. Observa-se o rompimento da epiderme do explante com a
formacéo dos calli desorganizados, em C (25X) e E (63X) e, em D (25X) e F (63X), a formagéo dos nédulos na superficie dos callus
e a reorganizagao das células na proximidade dos feixes vasculares (setas)

Setores embriogénicos desenvolveram-se sobre calli
primarios de folhas de café (Coffea arabica) com a adigéo
de 24-D (2,21mg L"), 2-isopentenil-adenina e &cido
idolbutirico (TEIXEIRA et al., 2004). Para estaminddios de
cacau (Theobroma cacao) protocolos em que o 2,4-D foi
combinado com citocininas  resultaram em calli
embriogénicos (LOPEZ-BAEZ et al., 1993; LI et al., 1998).
Zimmerman (1993) relata a manutencdo da capacidade de

embriogénese em calli induzidos por 2,4-D e mantidos por
até dois anos. Michalczuk, apud Feher et al. (2003)
considerou que o 2,4-D fornecido no meio de -cultivo
estimula o acumulo de AIA enddgeno, que a competéncia
para a embriogénese nas células de cenoura esta
relacionada com este acumulo e que o 2,4-D atuaria,
principalmente, como um fator causador de estresse,
perturbando o metabolismo das auxinas endégenas. Feher
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et al. (2003) registram também que entre as auxinas
sintéticas usadas para induzir a embriogénese somaética, o
2,4-D tem sido a mais eficiente e mais utilizada. Para o
guaranazeiro, entretanto, ao longo dos experimentos aqui
relatados, ndo foi observada a formagdo de calli friaveis
embriogénicos.

Além disto, apesar de ter resultado em alteracbes
morfolégicas e anatdmicas, a adicdo do 2,4-D ao meio de
cultivo ndo produziu alteragbes significativas no numero de
explantes com calli (Tabela 2, vide observag&o) e 2 ou 4mg L™
de 2,4-D foram igualmente efetivos para a indugdo de calli
nodulares. Calli foram mais frequentes em peciolos do que em
nervuras (Tabela 2).

Tabela 2 - Porcentagem de explantes de peciolo e de nervura da cultivar de guaranazeiro BRS CG612 que geraram calli sob efeito

do 2,4-D (Embrapa Amazdnia Ocidental, Manaus/AM)

24-D PECIOLO NERVURA MEDIA

OmglL”’ 7727 a A 0 aB 33,66 ab
2mgL” 59,25 abA 16,67 aB 37,96 ab
4mglL" 82,69 a A 12,90 a B 4473 a
6mgL" 34,04 b A 15,00 a B 2529 b
MEDIA 63,61 A 14,86 B

Diferencas significativas (P < 0,05) sao representadas por letras maiusculas diferentes nas linhas e letras minusculas diferentes nas
colunas. * calli desorganizados, formados em presenga de AIA e BAP

Nao houve diferenga significativa (F(1, 47y = 1,41; P =
0,24) quanto ao numero de calli observados em explantes de
peciolos das cultivares BRS-Maués (74,65% de explantes com
calli) e BRS-CG612 (63,61%) e entre diferentes concentragbes
do 2,4-D aplicadas a peciolos destas duas cultivares (F, 47) =
1,74; P =0,17).

A exposicdo a luz de calli nodulares da cultivar BRS-
CG612 cultivados por 10 meses, em meio suplementado com
KIN (5mg L"), induziu enverdecimento, friabilidade e
multiplicagédo rapida. Estruturas morfologicamente similares as
observadas por Tarré et al. (2004) em berinjela, que também ¢é
planta escandente, e que eram embrides somaticos
incompletos, germinando sem o polo radicular, ocorreram sob
estas condigdes. A exposigcado ao TDZ (0,25 ou 0,5mg L'1) sob
luz resultou em efeito similar, restrito as camadas externas de
células. No entanto, calli tratados com KIN mantiveram-se
verdes e ativos por seis meses, enquanto o tratamento com
TDZ levou a oxidagdo e morte em dois ou trés meses. Este
resultado foi bastante diferente do observado por Thomas &
Maseena (2006), que utilizaram o 2,4-D para indugéo de calli
organogénicos em Cardiospermum halicacabum e o TDZ para
regeneragao de parte aérea a partir destes calli.
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