Medios de Cultivo para el Establecimiento in vifro
de Explantos de la Yerba Mate (Ilex paraguariensis)*

ABSTRACT

In vitro regeneration of shools from axillary buds of
"yerba mate" {lex paoraguariensis) was stodied under
defined nutritional and environmental conditions, Shoot
regeneration sccurred in ali the media tested. Of these, the
best medium was composed of 14 diluted Murashige and
Skoog (MS) basic medium with 3% sucrose. At higher con-
centrations of basic medium (MS or 12 MS), the regeneration
of sheets decreased and blackening of the explants increased.
The medium 12 MS (with 3% sucrose) + 24-D (1 mg/l) +
zeatin (0.5 mg/l) has been shown to be the best for callus
proliferation from leaf explants. Cel suspension cultures
were readily established by subculturing callus on  ws MS
{with 3% sucrose} + 2,4-D (1 mp/1} + 2-iP (0.1 mp/1). The eall
uses differentiated roots but nof shoots.

INTRODUCCION

91 4drbol de yerba mate (flex paraguariensis Saint
1 Hilaire - Aquifoliaceac) se cultiva en el noreste

G 06 123 provincias argentinas de Misiones y Cor-
rientes, en el sur de Brasil y en Paraguay. Sus hojas se
utilizan para elaborar la yerba mate, una infusion es-
timulante.

La yerba mate se propaga por semiilas, pero ello
genera una alta variabilidad genética en la descen-
dencia. Por esta razén existe un marcado interés en
desarrcllar un sisiema que permita la propagacidn
vegelativa de gendtipos seleccionados de yerba mate.
Se han obtenido plantas mediante el enraizamiento de
estacas de tallo, pere esta técnica presenta muchas
dificultades, entre elias, ¢l hecho de que los resuliados
varian afio a afio (8). También se han hecho los
primeros intentos con ef uso de injertos con resultados
variables (Victor Jorge Navajas, comunicacién comer-
cial}.
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COMPENDIO

Se desarrollaron vastagos de yerba mate (llex
paraguariensis) mediante cultivo in vitro de explantos de taflo
con una yema axilar. Se obtuvieron mejores resultados
emplieando ¢ medio bdsico de Murashige y Skoog (MS)
diuidoen su concentracién de sales a un cuarto, con sacarosa
al tres por ciento. El empleo de medios bisicos més con-
centrados (MS y vz MS) disminuyd la brotacion de las yernas
y aumentd ¢l ennegrecimiento de fos explantos. Ei medio
diluido en v4 MS (sacarosa al 3%) + 2,4-D (1 mg por letra) +
zeatina (0.5 mg por litre) resulté ser el mejor, para la
induccion ¥ manienimiento de callos originales de hojas. Se
establecieron suspensiones celulares a partir de callos
mediante subcultivos en v4 MS 4 2,4-D (1 mg por litro) + 2-iP
(0.1 mg por litro). Con el cultivo de explantos foliares
tnicamente se obluvieron callos, delos cualessediferenciaron
rafces.

En los iitimos afios se han hecho avances sig-
nificativos en el desarrollo del cultivo de tejidos como
alternativa para la propagacién vegetativa, especial-
menie de especies lefiosas (1,2, 11}, Recientemenic se
ha demostrado la posibilidad de obtencr plantas de
yerba mate in vitro, a partir de dpices caulinares y de
segmentos nodales, sin embargo existen aspectos que
deben ser investigados con ¢l objeto de mejorar la
eficiencia de esta téenica. Uno de éstos es la
determinacion de un medio de cultivo adecuado (9).

En cste trabajo sc dan a conocer los medios de
cultivo y 1as normas para ¢l establecimiento in vitre de
segmentos nodales y explantos de hojas de yerba mate.
Asimismo se informa acerca del establecimiento de
suspensiones cclulares, con el objeto de estudiar las
posibilidades de propagar masivamente csta especie
por medio de ia embriogénesis.

MATERIALES Y METODOS

Se wrabajé con ochenta plantas de yerba mate, [.
paraguariensis St. Hil. del clon "Garruchos 8". Estas
sc obtuvieron mediante ¢l enraizamiento de estacas de
una planta madre de diez afios de edad, que crece en el
Establecimiento Las Marias, ubicado en Gobemnador
Virasoro, Corricnies, Argentina.

Las plantas madres crecicron en macetas en el inver-
nadero, en condiciones de media sombra. Se cultivaron
dos tipos de explantos. El primer tipo fueron segmen-
tos de talio con una yema axilar, tomados de ramas en
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activo crecimienio que correspondicron a las cinco
primeras yemas de cada rama. Los segmentos nodales
fueron desinfectados por inmersién en etanol al 70%
duyranie un minulo y luego en una solucidn de cloro
comercial al 2% de NaOQCT durante 25 minulos; final-
mente se javaron varias veces con agua destilada estéril.
El segundo tipo de explanio gstuvo constituido por
trozos de lamina foliar de 5 mm” provenientes de hojas
j6venes, cercanas al dpice caulinar, las hojas se
lavaron con agua, luego se desinfectaron con una
solucidn de cloro al 0.8% de NaOCI durante dicz
minutos, y, por ilimo, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril.

Los explantos fueron cultivados en tubos de vidrio
de 12 cm x 2 cm con 10 mi de medio de cullivo
esterilizado en autoclave a 1 atm durante 25 minutos.

Los segmentos nodales fucron cultivados en ¢l
medio de cultivo de Murashige v Skoog (MS) (7yen la
concentracidn original, diluido a la mitad (12 MS), aun
cuarto {14 MS) y a un octavo (/8 MS), asi como
también en el medio de McCown y Lloyd (5). En todos
log casos se empled sacarosa al 3% ningin medio
contenia sustancias reguladoras de! crecimiento.

Los explantos de hoja fueron cultivados cn MS, 12
MS, ¢ en 1/4 MS con 3% de sacarosa, suplementado con
diferentes concentraciones y combinaciones de acido
indol-acético (AIA), dcido indolbutirico (AIR), icido
nafialenacético (ANAY}, dcido 2 4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), cinetina (CIN), benciladenina (BA), zeatina
(ZEA) y 2-isopentenifadening (2-iP), Anles de adjun-
tar el agar (0.8%), el pH de los medios de cultivo fue
ajustado a 5.8 con KOH, HC1 o ambos.

Los explantos cultivados se incubaron en un cuarto
climatizado, aunatemperaturaconstante de 27°C+ 1°C
y un foloperiodo de 14 horas (10 W/m* por lamparas
fluorescentes, "Grolux"). Los explantos foliares
también se cultivaron en condiciones de oscuridad.

Para el cstablecimicnto de las suspensiones
celulares, callos de 45 dias decultivo en 1/4 MS + ANA
(1 mg/1) + 2-iP (0.5 mg/!) fucron wransferidos a medios
liquidos compuestos por 1/4 MS + 2,4-D (1 mg/l) + 2-iP
(0.1 mg-1). También se ensayd ¢l medio de McCown
y Lloyd (5). De esta mancra y lucgo de varios subcul-
livos se generaron suspensiones celulares (Fig. 2¢) de
crecimientofento y con una alta icndencia de lascélulas
a agregarse conformando pequefios callos (1 mm - 2
mm), los que fucron manienidos a 27°C + 1°C, con 14
h de fotoperiodo (10 W/m®) en un agitador orbital 2 90
revoluciones por minuio.

Las suspensiones celulares fueron wransferidas a
cajas de Petricon 14 MS + ANA 1 mg/l + 2-iF 0.1 mg/l
6 y4MS + ANA 0.1 mg/l+ BA 1 mg/l, cn las gue los
callos continuaron su crecimiento.

Los callos obtenidos mediante el cultivo de explan-
10s foliares y los provenientes de cajas de Petri fueron
transferidos a medios frescos ~solidificados con agar al
0.8%- que contenfan 1/4 MS (con 3% de sacarosa)
suplementado con varias combinaciones y con-
centraciones de sustancias reguiadoras del crecimiento.

En todos los casos se cultivé un explanto por tubo y
se emplearon como minimo 10 explantos por
tratamiento. Los experimentos fueron repetidos tres
veces. El crecimicnto de los callos fue medido en peso
fresco de los mismos al mes de incubados.

RESULTADOS
Cultivo de segmentos nodales

Al cabo de 30 dias de cultivo, los resuitados ob-
tenidos (Fig. 1) revelaron que ¢l porcentaje de explan-
tos ennegrecidos estaba influenciado por cl medio de
cultivo empleado: En MS fue del 39% y en 1/4 MS se
redujo al 10 por ciento,
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Fig. 1. Eleclo de cuawro concentraciones de las sales minerales
y vitaminas del medio de Murashige y Skoog sobre el
culivo de segrmentos uninodaies de yerba mate. En
todos los casos se empled sacarosa al tres por ciento.

Si bien brotaron yemas cn los cuatro medios en-
sayados (Fig. 1), sc observaron difcrencias en cuanto al
porceniaje de los cxplantos brotados., 1L.os maximos
valores fueron obtenidos con 14 MS. Ademds en 14
MS los brotes presentaban mayor longiud (2 cm) y las
hojas tenian mayor tamaiio (0.8 cm), (Fig. 2a). En 1/8
MS los brotes presentaban signos de clorosis.
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1 cm

Fig 2. Cultivo de tgjidos de yerba mate. a) Brotacida de un segmento nodial en un 14 MS; b} callo obtenide por cultivo de explantos foliares
en un 14 MS +2,4-D 1 mgfl + 2ip 0.5 mg/l; ¢ suspensiones celulares (40 x); d) rizopénesis en caflos cultivados ea s + ANA T mg/l +
2P 0.1 mgfi; e) induccidn de raices a partir de estructuras similares a embriones,
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Induecién de callos a partir
de lamina foliar y establecimiento
de suspensiones celulares

El procedimiento de desinfeccion de las hojas
resultd satisfactorio, dado que el porcentaje de explan-
tos contaminados no superd el 10 por ciento. Al cabo
de dos semanas de incubacidn se visualizd la formacicn
de callos (Fig. 2b) en la mayoria de los medios en-
sayados, excepto en los que contenian AIA e AIB (1
mg/l) en combinacién con BA (0.5 mg/), asi como
también AIB (1 mg/l) + zeatina (0.5 mg/l). Transcu-
rrido un mes de incubacidn, los cultivos que fueron
mantenidos en condiciones de oscuridad manifestaron
un ritmo de crecimiento de callos dos veces superior
(800 mg de peso fresco), que aguetios incubados en luz
(400 mg). Sibien en todas las diluciones del medio se
obtuvieron callos, el ritmo de crecimiento fue superior
cuando se empled 14 MS. Este medio fue el dnico que
posibilitd que los calios continuaran creciendo en los
posteriores subculivos,

- BDO
peso
i S
(mg) g
Rl "ﬂﬁm”u!.ﬁfﬂ*;}m J|
o
05 mgf

Fig.3. Efectode cuatro auxinas y cuatro citocininas suplemen-
tadas a 14 MS (sacarosa 3%) en ¢l crecimiento de callos
originados de explantos de ldmina foliar dela yerbamate.
Resulados tomados a los 40 dias de incubacidn.

El crecimicnto de los callos dependid del tipo y
concentracion de auxina y citocinina que se adicion6 al
medio /4 MS. EnlaFig. 3 se representan los resutiados
obtenidos con la combinacion entre cualro auxinas y
cuatro citocininas, El mayor crecimiento de calos se
logré en i/4 MS + 2,4-D (1 mg/l). Independientemente
de la citocinina empleada, los callos de mayor tamafio
{1000 mg) se obtuvicron con 2,4-D y ANA; en cambio
cuando se utilizaron AIB 6 AlIA, se obtuvicron callos
pequefios {30 mg) en relacion con los antes men-
cionados. En general, el orden decreciente de efec-

tividad de las citocininas empleadas para el logro de
callos de buen crecimiento fue; zeatina, 2-1sopen-
ieniladenina, cinetina y benciladenina. La mayoria de
Ios callos fueron de cansistencia compacta.

Organogénesis a partir
de callos y suspensiones celulares

En varios medios de cultivo se logré un buen
crecimiento catloso a través de las sucesivas transfleren-
cias. En esieaspecto se destactd ¢l medio 174 MS + ANA
1 mg/l + 2-iP 0.1 mg por litro. La friabilidad de los
callos aumentd en los subcualtivos y en ningiin caso s¢
pudo apreciar la regeneracion de vdstagos, aungue
especialmente en medios suplementados con 2-isopen-
teniladenina y, en menor medida, con cinetina hubo un
50% de diferenciacion de raices (Fig. 2d). Asimismo,
en los callos y en las suspensiones celulares se desa-
rrollaron estructuras que tinicamentc brindaron rafces
pero no vastagos (Fig. 2e).

DESCUSION

Los segmentos nodales y los explantos foliares de la
yerba malc tiencn un comporlamiento in vitro similar
al mostrado por Ia mayoria de las especies lefiosas, pucs
la implantacién de los cultivos puede verse dificultada
por la contaminacion con hongos, bacterias ¢ ambos.
Los explantos de yerba mate han mostrado ser muy
cxigentes en cuanto a la concentracion de las sales
minerales y vilaminas del medio de cultivo. La
utilizacion de MS en su formulacién original (7) o
diluido a Ja mitad (122 MS) sc traduce en una
distninucién de la brotacién de los segmentos nodales
y en un marcado aumento de segmentos nodales en-
ncgrecidos. Asimismo, MS y 1/2 MS limitan o impiden
el crecimiento de los callos generados en explantos
foliares. El ennegrecimiento de los explantos estd
estrechamente correlacionado con la vtilizacién de las
concentraciones mas altas del medio basico, que
evidentemente resultan tdxicas. Estos resuliados con-
cucrdan con los obtenidos en otras especies lefiosas, los
cuales han demostrado que el elevado contenido salino
de la formulacién original del medio MS afecia Ia
supervivencia de los cultivos de ellas (6). En cambio,
el cmpleo del medio 1/4 MS resultd satisfactorio paracel
establecimiento y brotacién de los segmentos nodales
enrelacion con el medio de McCown y Lioyd (5), como
asimismo para la induccién y el mantenimiento del
crecimiento calloso (6).

El establecimiento y brolacién in vitro de los seg-
mentos nodales de la yerba mate se obtienen con 1/4 MS
(sacarosa al 3%), desprovisto de reguladores de
crecimicnto. En cambio, para la induccién de callos a
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partir de explantos foliares, se requiere la adicion al
medio 1/4 MS (sacarosa al 3%) de una auxina y una
citocinina. Los mejores resultados se logran con una
combinacidn entre 2,4-D (1 mg/i} y zeatina (0.5 mg/).
La incubacion de los cultivos en condiciones de os-
curidad favorece notoriamente el crecimiento inicial de
los callos y el establecimiento de suspensiones
celulares (3,4, 11).
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