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Resumo

Este trabalho objetivou avaliar a indugdo in vitro de calogénese em folhas de erva mate.
Inicialmente foi avaliada a calogénese em fungdo do tamanho de folhas em meio Y4 MS, com 30 g/L de
sacarose, 0,1 g!L de mio-inositol 1 mg/L BAP, 0,2 mg/L ANA e 7 g/L de agar. A seguir, folhas de plantas
de 2 e 10 anos foram utilizadas para avaliar o efeito de fitorreguladores no mesmo meio anterior
adicionado de: zeatina (0,5; 1,0 ou 2,0 mg/L); BAP (0,5; 1,0 ou 2,0 mg/L) ou 2iP (0,5; 1,0 ou 2.0 mg/L)
combinados ou ndo com 1,0 mg/L de 2,4D. Observou-se que folhas de tamanho médio apresentaram
menor porcentagem de necrose, mas ndo foram observados calos no meio testado. No segundo
experimento, houve inducdo de calos em meios que continham a combinagdo de 2,4 D com zeatina ou 0,5
mg/L de 2ip, independentemente da idade das mudas.

Palavras-chave: organogénese; idade do explante; citocininas; auxinas

In vitro CALLOGENESIS OF YERBA MATE (llex paraguariensis St. Hil.) LEAVES FROM
GREENHOUSE PLANTS

Abstract

Was evaluated the in vitro callus induction on leaves ofyerba mate. In the first experiment, callus
induction was evaluated regarding the size of leaves on Y/ MS medium with 30 g/L sucrose, 0.1 g!L myo-
inositol | mg!L BAP, 0,2 mg/L NAA and 7 g/L agar. In the second experiment, leaves of 2 and 10 years
plants were used to evaluate the effect of growth regulators in the same medium as before supplemented
with: zeatin (0.5, 1.0 or 2.0 mg/L), BAP (0.5; 1.0 or 2.9 mgIL) or 2iP (0.5, 1.0 or 2.0 mg!L) combined or
not with 1.0 mg!L 2,4 D. Leaves of average size showed a lower percentage of necrosis, but no
regeneration was observed in the first experimento In the second experiment, was observed callus
induction on media containing a combination of 2.4 D with zeatin or 0.5 mg/L 2ip, regardless the age of
seedlings.

Keywords: organogenesis; explant age; citokinins, auxins
Introducéo

A erva mate (llex paraguariensis St. Hil) é nativa da Floresta Ombrofila Mista Montana (Floresta
com Araucéria) e raramente encontrada em Floresta Ombréfila Densa (Floresta Atlantica). Suas folhas
possuem um teor de cafeina nao inferior ao do café, das quais se prepara o chimarrdo, o tereré ou o cha
mate. Nelas sdo encontradas também os taninos que ddo o sabor adstringente desta bebida, além de
alcaloides (Simdes et al., 1998).

A multiplicacdo a partir de sementes é normalmente dificultada pela dorméncia em virtude da
imaturidade do embrido, além de dorméncia tegumentar, devendo passar por um periodo de estratificacdo
(Fowler & Sturion, 2000). Além disso, as sementes apresentam baixa qualidade genética e fisioldgica
(Sturion, 1988; Menna, 1995) e ndo sdo indicadas para iniciarem plantios, devido a alta variabilidade
genética.

61


mailto:juliana@cnpf.embrapa.com.br

Técnicas de cultura de tecidos permitem diminuir o tempo de producdo, auxiliam no
melhoramento  genético e podem ser consideradas ferramentas biotecnoldgicas para o estudo do
metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reprodugdo de plantas de interesse comercial. Estas técnicas
também sdo muito utilizadas para a clonagem de espécies nativas e excéticas (Sado, 2009).

A micropropagacdo de erva mate a partir da introdugdo de segmentos nodais vem sendo relatada
na literatura (Zaniolo e Zanete 1999; Horbach, 2008; Cuquel, 1993, Sansberro et al., 2001; Rey et al.,
1991) e representa um método importante de resgate de material adulto. No entanto, este método ainda
apresenta varias lacunas, entre elas as altas taxas de contaminacdo na introducdo, baixas. taxas de
multiplicacdo e bactérias enddgenas que aparecem ao longo dos subcultivos. Portanto, outras técnicas de
cultura de tecidos devem ser investigados para avaliar a viabilidade da obtencdo de métodos de
propagacdo vegetativa mais eficientes para esta espécie.

Um aspecto importante da capacidade adaptativa dos vegetais é a competéncia de iniciar a divisdo
celular a partir de qualquer tecido e regenerar Orgdos perdidos ou mesmo poder se diferenciar em
qualquer célula especializada como resposta a um determinado estimulo (Huey et al. 2003).

A indugdo de calos em diferentes tecidos vegetais pode ocorrer inoculando-se explantes de
qualquer parte da planta em meio de cultura com o estimulo de reguladores de crescimento ocorre a
indugdo de crescimento, modificando o metabolismo celular. Nesse processo, a diferenciacdo e a
especializacdo celular sdo revertidas e o explante dé& inicio a um novo tecido composto por células
meristematicas ndo especializadas. Embora o calo continue desorganizado durante a multiplicacdo celular,
alguns tipos de células especializadas podem ser formados ao acaso por meio de centros de morfogénese.
Essas células especializadas sdo capazes de iniciar a formacdo de 6rgdos como raizes, brotos e embrides
somaticos (George et al. 2008). Tecidos jovens meristematicos sdo os mais indicados, mas é possivel
obter calogénese a partir de fragmentos ja diferenciados (Loyola-Vargas & Vazquez-Flota 2006; George et
al. 2008) ..

A embriogénese somatica é uma técnica de cultivo in vitro capaz de multiplicar clones elite. Essa
técnica apresenta vantagens sobre as demais técnicas de micropropagacdo, como a capacidade de produzir
grande ndmero de embribes num espaco limitado e o desenvolvimento direto de plantas a partir de
embriBes individualizados (Guerra et. al., 1999). E um processo no qual células isoladas, ou um pequeno
grupo de células somaticas, ddo origem a embrides, num processo morfogenético que se aproxima da
.sequéncia de eventos representativos da embriogénese zigdtica. A inducdo e o controle da embriogénese
somatica sdo dependentes do gendtipo da planta matriz, da fonte e idade do explante, e do tipo e
concentracdo dos reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura (Guerra et al. 1999).

A micropropagacdo da erva mate através de embriogénese somética poderia fomentar programas
de melhoramento genético e diminuir o risco de perda de material genético, a partir da conservagdo in
vitro. EmbriGes somaticos ja foram obtidos a partir de embrides imaturos, tanto de forma direta (sem a
formacdo de calos), quanto de forma indireta (Rey et al., 2002). A calogénese é uma etapa para o
desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por organogénese ou embriogénese
somética.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a indugdo de calos em folhas de plantas de erva mate de
dois ou dez anos mantidas em casa de vegetacdo de diferentes tamanhos e sob diferentes concentragbes de
fitorreguladores.

Material e métodos
1. Material vegetal

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Florestas, Colombo, PRo Foram utilizadas plantas matrizes cultivadas em minijardim clonal, em sistema
semihidropbnico, em casa de vegetacdo. Foram utilizadas plantas de dois anos, obtidas a partir de
sementes, e plantas de 10 anos, originadas por estaquia de plantas a campo selecionadas pelo programa de
melhoramento da erva mate da Embrapa Florestas.

2. Calogénese a partir de folhas

As folhas foram coletadas em solugdo de éacido ascoérbico (0,5 g/L) e acido citrico (0,5 g/L). No
laboratério foram inicialmente imersas em solugdo de alcool 70% por | minuto seguido de solugdo de
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NaCIO 2,5% por 20 minutos. Apos triplice lavagem com é&gua bidestilada e autoclavada, as folhas foram
cortadas com auxilio de bisturi no sentido longitudinal, e entdo colocadas em placas de petri com a face
adaxial voltada para o meio de cultura, conforme os respectivos tratamentos. As folhas foram mantidas no
escuro com temperatura de 23°C =+ 2 °C por duas semanas e entdo colocadas em sala de crescimenté sob
fotoperiodo de 16 horas.

3. Influéncia do tamanho das folhas de erva mate na inducédo de calos

Folhas de plantas de 2 anos de idade de diferentes tamanhos foram utilizadas, sendo as pequenas
correspondentes as duas folhas mais jovens das plantas (recém emitidas), folhas médias, as duas folhas a
seguir e -folhas grandes, as 2 folhas logo abaixo destas. Foram utilizados 5 explantes por placa, com 5
placas por tratamento.

O meio de cultura utilizado foi o Y4 MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo 30 g L-I de sacarose, 0,1 mg
L-I de mioinositol, 1mg L-1 de BAP (6-benzil aminopurina), 0,2 mg L-1de ANA (4cido naftalenoacético),
e 7 g L-1 de agar. Apés 15 dias foi avaliada a contaminacdo dos explantes por fungos ou bactérias, a
formagdo de calos e a quantidade de explantes necrosados.

Os dados do experimento foram analisados por meio da andlise de deviance. A distribuicdo de
probabilidade usada foi a binomial, o modelo mediu os efeitos de tratamentos para as varidveis. As
comparagdes entre os tratamentos foi feita através de contrastes ortogonais.

Efeito de fitorreguladores e da idade da planta matriz na calogénese in vitro de erva mate

Foram utilizadas plantas matrizes de 2 ou de 10 anos. Foram testados diferentes fitorreguladores e

concentracdes acrescidos ao meio Y4 MS contendo 30 g L-I de sacarose, 0,1 mg/L de mioinositol, e 7 g L-I
de agar, conforme os seguintes tratamentos:
TO- sem fitorreguladores; Tl-zeatina 0,5 mg L-I; T2- zeatina 0,5 mg L+ 1 mg L-1 24 D (écido
diclorofenoxiacético); T3- zeatina 1,0 mg L-I; T4- zeatina 1,0 mg L-l+1 mg L-12,4 D; T5- zeatina 2,0 mg
L-1; T6- zeatina 2,0 mg L+ mg L-12,4 D; T7-BAP 0,5 mg L-I; T8- BAP 0,5 mg L-l+ 1mg L-12,4 D;
T9- BAP 1,0 mg L-I; TI 0- BAP 1,0 mg L-|+ 1mg L-12,4 D; TI1- BAP 2,0 mg L-I; TI2- BAP 2,0 mg L-
1+ 1mg L-12,4 D; TI3-2ip (6-é-6-dimetilamilalino-purina) 0,5 mg L-1; T14-2ip 0,5 mg L-I+ 1mg L-12,4
D; TI5-2ip 1,0 mg L-I; TI6-2ip 1,0mg C'+ 1mg L-12,4 D; TI7-2ip 2,0 mg i.', TI8-2ip 2,0 mg L-1+ |
mgL-'2,4D.

Foram utilizadas 3 placas por tratamento, com 5 explantes por placa. Ap6s 30 dias foi avaliada a
presenga de calos nos explantes.

Resultados e Discusséo

1. Influéncia do tamanho das folhas de erva mate na indugdo de calos

Para avaliar a possibilidade de utilizacdo de folhas de erva mate mantidas in vitro para inducdo de

calos, folhas de diferentes tamanhos/idades foram utilizadas.
Foram avaliadas folhas de 3 tamanhos diferentes (Tabela 1). A porcentagem de explantes oxidados foi
influenciada pelo tamanho das folhas. Folhas de tamanho médio apresentaram a menor porcentagem de
oxidacdo, indicando que estas folhas devem ser preferidas para inducdo de calos para embriogénese
somatica ou organogénese.  Normalmente, explantes mais jovens tendem a responder melhor aos
tratamentos de indugdo de calos. No entanto, as folhas muito jovens demonstraram sofrer mais
intensamente com a oxidagao.

De acordo com a andlise de contrastes ortogonais, a oxidacdo em folhas médias difere
estatisticamente das pequenas e grandes quando avaliadas em conjunto, e de folhas grandes isoladamente.
Com relacdo a contaminagdo por fungos, também houve diferenca com relagdo ao tamanho das folhas
utilizadas. As folhas grandes apresentaram menor contaminacdo por fungos em relagdo as demais, mas no
entanto apresentaram 80% de oxidag&o.

Né&o foi observada contaminacdo por bactérias. No meio avaliado, ndo houve formacgdo de calos
em nenhum dos tratamentos.
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Tabela 1 — Porcentagem de explantes de erva mate de diferentes tamanhos contaminados com fungos ou
bactérias, oxidados e com calos em meio % MS acrescido de BAP e ANA.

Tratamento Fungos * Bactérias Oxidados * Calos
T1 - pequenas 30,840,092 : 0 46,240,100 0
T2 — médias 42,9+0,095 0 21,440,079 0
T3 - grandes 7,7+0,053 0 80,8+0,079 0

* Varidveis com diferenga estatististica significativa entre os tratamentos

2. Efeito de fitorreguladores e da idade da planta matriz na calogénese in vitro de erva mate

Com relacdo aos fitorreguladores testados na indugdo de calos, na maioria dos tratamentos, a
resposta de inducdo de calos foi independente da idade das plantas (Tab. 2). O 2,4D demonstrou ser
indispensavel para a indugdo de calos em combinagdo com a zeatina ou o 2ip.

Dentre as citocininas testadas, a zeatina foi a mais eficiente, quando combinada com o 2,4D. Em
todas as concentracOes testadas houve a formacdo de muitos calos fridveis. Na presenca de zeatina sem a
adicdo de auxina Rey et al. 2002 induziram a formacdo de calos embriogénicos a partir de embribes
tratados previamente com colchicina, trifluralina ou oryzalina. A obtengdo de embrides sométicos a partir
de embrides zig6ticos imaturos de forma direta ou indireta foi possivel também para llex aquifolium, 1
Cornuta el opaca sem a adicdo de fitorreguladores (Hu & Sussex, 1971; Hu et al., 1978; Hu, 19809).

Em Rosa hybrida, a combinagdo de zeatina e 2,4D também possibilitou a formacdo de embrides
sométicos (Burrell et al., 2006).

Em Quercus suber, a adicdo de 9 11Mde zeatina e 4,5 11Mde 2,4D possibilitaram a formagdo de
embrides somaticos a partir de folhas de plantas de 60 anos de idade. Para esta espécie os autores também
observaram pouca ou nenhuma formacdo de calos na presenca de BAP elL,4D (Pinto et al., 2002). Para
esta espécie, a combinacdo de 45 mM de 2,4-D e 9.1 mM de zeatina foram ainda eficientes na inducdo
de embrides sométicos a partir de folhas de plantas de 3 anos de idade (Pinto et al., 2001).

Na presenca de 2iP houve a formacdo de alguns calos na menor concentracdo da citocinina, ou
em folhas jovens, na presenca de alta concentragdo, na auséncia de 2,4D.

Para os tratamentos com BAP, houve a formacdo de calos apenas na auséncia da auxina, e em
concentracBes diferentes para folhas de plantas jovens ou velhas. Folhas de plantas velhas exigiram maior
concentracdo desse fitorregulador para a formacdo de calos. Estes resultados corroboram aqueles obtidos
no primeiro experimento, onde BAP na presenca de auxina ndo foi eficiente na inducéo de calos.

Tabela 2 - Formagdo de calos induzidos in vitro em folhas de erva mate de plantas de dois ou de~ anos de
idade (jovens e velhas, respectivamente) em meios de cultura contendo zeatina, BAP ou 2iP nas
concentragBes de 0,5; 1,0 ou 2,0 mg L-I na presenca ou auséncia de 1mg L-I de 2,4D.

Jovens Velhas Jovens Velhas

Tratamentos| P A | A | Tratamentos| P A P A
Controle X T10 X X
Tl X T11 X X

T2 X X T12 X X
T3 X T13 X X
T4 X X Ti14 X X

T5 X T15 X X
T6 X X T16 X X
T7 X T17 X X
T8 X TI18 X X
T9 "X

P - presenca de calos; A - auséncia de calos
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Conclusdes

- As folhas de tamanho médio foram as mais adequadas para inducdo de calogénese, por apresentarem as
menores taxas de necrose;

- A combinacdo de zeatina e 2,4D foi a mais favoravel para a formacdo de calos em folhas;

- Apesar da formacdo de calos, ndo foi encontrado o balango hormonal propicio ao desenvolvimento de
embrides somaticos e, portanto, outros fitorreguladores devem ser avaliados.
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