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Resumo - A organogénese ¢ uma técnica pouco estudada na micropropagacao de erva-
mate. Este trabalho objetivou avaliar diferentes meios de cultura na calogénese in vitro
¢ organogénese de llex paraguariensis St. Hil. Foram coletadas folhas em plantas em
casa-de-vegetacdo. Segmentos foliares foram colocados em meios de cultura 4 MS,
WPM ou JADS, contendo zeatina e 2,4-D. O meio MS foi mais eficiente na indugdo
de calos. No meio WPM foi observada rizogénese. Nos meios testados nao houve
formag@o de brotagdes adventicias.

Callus induction in vitro on leaves explants of llex paraguariensis

Abstract - Organogenesis is a technique rarely studied in the micro propagation of /lex
paraguariensis. This study evaluated different culture media on callus induction and in
vitro organogenesis of this species. Leaves were collected from greenhouse grown plants.
Leaves segments were placed on culture media /4 MS, WPM or JADS, containing zeatin
and 2,4-D. The MS medium was more efficient in callus inducing. Rooting was observed
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in the WPM medium. No buds were formed in any of the media evaluated.

A erva-mate (/lex paraguariensis St. Hil.) é nativa
na Argentina, Paraguai e Brasil, paises em que ocorrem
cerca de 80% de suas populagdes naturais (Heck & de
Mejia, 2007). Suas folhas sdo usadas principalmente,
para a obtencdo de bebidas estimulantes, como o
chimarrdo. Recentemente, a espécie vem também
despertando o interesse no mercado de produtos
derivados, como cosméticos e farmacéuticos (Mosele,
2002).

Ainda existem lacunas no conhecimento para
producdo de mudas de erva-mate, uma vez que a
reproducdo sexual se depara com dorméncia das
sementes, imaturidade do embrido, germinagao

demorada, desuniforme e em baixo percentual (de
5% a 20 %). A propagagao assexuada, por meio de
estaquia ou enxertia, ndo tem protocolo estabelecido
até o momento, apesar dos avangos obtidos (Quadros,
2009). Dentre os principais problemas, destaca-se
os métodos de rejuvenescimento do material adulto
(Wendling, 2004).

A micropropagagdo pode ser interessante para a
propagacdo da erva-mate. No entanto, apesar dos
esforgos, ainda nao foram desenvolvidos protocolos até
o momento (Sansberro et al., 2000; Rosa et al., 2006). A
contaminagdo do material durante o cultivo e baixas taxas
de multiplicag@o in vitro sdo as principais limitagdes.
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Outros métodos de cultura de tecidos, como a
organogénese ¢ a embriogénese somatica, t€ém sido
pouco explorados para a espécie (Rey et al., 2002).
Varios fatores afetam a organogénese, como a idade e
o tipo de explantes, as condi¢des de cultivo e o meio
de cultura.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito de diferentes meios de cultura na calogénese e
organogénese in vitro em segmentos foliares de plantas
jovens de erva-mate.

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais e Transformagao da
Embrapa Florestas. Foram utilizadas plantas oriundas de
Jaguariaiva, PR, e Barra Velha, SC, com aproximadamente
2 anos, mantidas em vasos em casas de vegetacao, com
irrigacdo por gotejamento. As mudas foram pulverizadas
com 1 g L' de fungicida tiofanato-metilico, por trés dias
consecutivos antes da coleta das folhas.

Para a coleta, o 2°/3° pares de folhas mais jovens
das plantas foram coletados e imediatamente imersos
em solucdo de acido ascorbico (a 0,5 g L) e acido
citrico (a 0,5 g L"). No laboratério, em capela de
fluxo laminar, as mesmas foram imersas em solugao
de fungicida tiofanato-metilico a 1g L' por 10 min,
seguida de imersdo em 0,05% de HgCl, por 5 min e 5%
de NaClO por 20 min, sendo entdo lavadas trés vezes
em agua destilada e autoclavada. A seguir, as folhas
foram cortadas no sentido longitudinal com o auxilio
de bisturi e inoculadas com a face adaxial em placas de
Petri com 20 mL de meio de cultura, contendo diferentes
concentracdes de macro e micronutrientes, conforme o
tratamento (meios ¥4 MS, WPM e JADS) (Correia et al.,
1993). As formulagdes de macro e micronutrientes de
meios de cultura mais utilizadas sao o MS (Murashige
& Skoog, 1962) e o WPM (Lloyd & Mccown, 1981).
Todos os meios de cultura foram suplementados
com 30 g L' de sacarose, 0,1 g L' de mio inositol,
4,56 uM de zeatina, 4,52 uM de 24D e 7 g L "' de
agar. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem que foi realizada a 120 °C a 1,2 atm
durante 20 minutos.

Os explantes foram mantidos a 23 °C £ 2 °C no
escuro em incubadora do tipo BOD e transferidos
para meio fresco, de idéntica composi¢do, a cada 30
dias. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente ao acaso. Cada tratamento foi constituido
de 10 placas com 5 explantes.
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Quarenta dias apods o inicio dos experimentos foi
avaliada a porcentagem e aspectos dos explantes que
formaram calos. Os calos foram mantidos por mais
seis meses em meios de idéntica composigdo, quando,
entdo, foi avaliada a organogénese. A analise estatistica
da variavel formacao de calos foi realizada com uso
dos modelos lineares generalizados pela analise de
deviance, com distribuicao de probabilidade binomial.
A comparagdo entre os tratamentos foi realizada por
contrastes ortogonais.

Houve formacao de calos beges, compactos ¢ com
se¢Oes friaveis em todos os meios testados apos 40
dias. O meio Y4 MS foi o mais efetivo na indugao (82%
de explantes formando calos). A comparagio entre os
tratamentos pela analise de deviance mostrou diferenca
significativa entre este meio e os meios JADS (64%) e
WPM (57%), quando avaliados em conjunto (p<0,01).
Nao houve diferenca entre os meios JADS ¢ WPM
(p<0,01).

O componente principal dos meios nutritivos €
o nitrogénio, diretamente associado ao controle do
crescimento, diferenciagdo e morfogénese. O meio
WPM apresenta 50% da forca idnica do meio MS,
bem como elevado nivel de S e baixos niveis de NH,*
e NO, e, embora seja bastante utilizado na promogéo
da calogénese e organogénese em espécies lenhosas
(Glocke et al., 2006), no presente trabalho apresentou a
menor formacao de calos.

A importancia dos meios de cultura se deve
também as diferencas nas exigéncias nutricionais
de cada espécie. Com relag@o a espécies lenhosas,
para Eucalyptus globulus, os meios MS, 1/2MS,
B5, WPM, DKW e JADS foram comparados na
indugdo de calos embriogénicos e 0 meio MS também
apresentou os melhores resultados (Pinto et al.,
2008). Na inducdo de calos em segmentos nodais
de Phyla nodiflora cultivados nos meios MS, BS,
SH ou WPM, o meio MS também mostrou melhor
resultado (Ahmed et al., 2011). Em estudo com
Caesalpinia echinata (pau-brasil), os meios MS,
B5 e White foram superiores ao WPM na inducédo
de calos (Werner et al., 2010).

No entanto, resposta diferenciada foi observada em
Barringtonia racemosa, onde a formagao de calos no meio
com WPM iniciou antes, e as melhores taxas de crescimento
foram observadas nos meios WPM e B5 quando comparados
MS, WPM e B5 (Behbahani et al., 2011).
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Segundo Radice (2004), o meio MS ¢é o mais
apropriado para espécies dicotiledoneas devido aos
altos niveis de NO,” e NH,", bem como a proporg¢do
entre as duas formas de nitrogénio. O meio JADS foi
formulado com significativas redu¢des na concentragao
de sais minerais em comparacdo com o meio MS, e
a proporg¢do entre NH,NO, e KNO, nos dois meios
¢ diferente. O meio WPM apresenta concentracdo
menor de nitrogénio do que o meio MS. No entanto,
no presente trabalho foi utilizada uma formulacao de %4
MS, o que fez com que os niveis de NH NO, fornecidos
pelos dois meios fossem semelhantes. Apesar disso, no
meio MS outra fonte de nitrogénio ¢ o0 KNO,, enquanto
no meio WPM o nitrogénio ¢ fornecido através de
Ca (NO,), 2H,0, sugerindo que a combinagdo NH,NO,
e KNO, foi mais eficiente em promover a indugdo de
calos. Deve-se ressaltar, entretanto, que este ndo € o tinico
componente com diferencas entre os meios avaliados.

Na segunda avaliacdo, realizada apds seis meses, foi
observada a formagdo de raizes adventicias em alguns
explantes cultivados em meio WPM (Figura 1). Essa
resposta também foi observada em mogno (Rocha &
Quoirin, 2004). Nos meios MS e JADS nio houve
organogénese. Estes resultados sugerem que o balanco
hormonal endégeno e a adigdo de reguladores vegetais
em interacdo com nutrientes presentes no meio WPM
foram mais eficientes na formagao de raizes adventicias,
embora a inducdo de calos tenha sido menor.

Foi observado visualmente um aumento na massa nos
calos cultivados, sugerindo a necessidade de pesquisas
futuras para explicar os processos fisiologicos envolvidos
na formagao e crescimento desses calos. A investigagdo da
composi¢cao dos calos quanto a produgao de metabolitos
secundarios também ¢ importante, uma vez que a espécie
produz grande quantidade de compostos fendlicos,
saponinas e metilxantinas (de Souza et al., 2011).

Figura 1. A) Formagao de calos em explantes foliares de erva mate ap6s 40 dias de cultivo em meio %4 MS suplementado com
30 g L' de sacarose, 0,1 g L"! de mio inositol, 4,56 uM de zeatina, 4,52 uM de 2,4D e 7 g L ! de agar. B) Formagao de raizes

em explantes foliares apos 6 meses de cultivo em meio WPM.

Conclusoes

O meio ¥4 MS ¢é mais eficiente na indugdo de calos
em segmentos foliares de erva-mate.

Em meio WPM, na presenga de 2,4-D ¢ zeatina, ha
formacéo de raizes adventicias.

Nas concentragdes de reguladores vegetais avaliadas
nao houve a indug¢ado de brotagdes adventicias.
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