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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

PROPAGACAO IN VITRO E EX VITRO de erva-mate
(llex paraguariensis Saint Hilaire — Aquifoliaceae).
AUTORA: Micheli Angélica Horbach
ORIENTADOR: Dilson Anténio Bisognin
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 24 de Marco de 2008.

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma espécie de grande importédncia no sul do
Brasil, pelo valor econémico e cultural que apresenta. O presente trabalho teve por objetivos
analisar a propagacéao de erva-mate por estaquia, o estabelecimento e desinfestagao in vitro
de segmentos nodais de plantas adultas e a micropropagacdo de plantas oriundas de
embrides imaturos. Para a estaquia, testaram-se trés doses de AIB (0, 4000 e 8000 mg L™)
e dois comprimentos de estacas (3 e 10 cm). As estacas foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia, o enraizamento, o numero de raizes, de folhas e de brotos € o comprimento
de raizes e de brotos, aos 135 dias. No experimento de desinfestacdo, segmentos nodais de
brotacdes de ano de erva-mate foram imersos em etanol 70%, por 2 e 4 min. e, depois, em
NaOCI 2%, por 15, 25 e 35 min e, entdo inoculados em meio com Y4 do MS. Aos 15 dias
avaliaram-se a percentagem de explantes contaminados, oxidados e sadios. Na
micropropagacao, plantulas de erva-mate, obtidas de embrides imaturos, foram submetidas
a diferentes meios de cultura (MS, 2 MS e WPM) por 50 dias, com avaliagao do incremento
obtido para as variaveis numero de folhas e comprimento de plantulas. Para a multiplicacao
dessas plantas, foram testadas a adicao de diferentes doses (0; 0,01; 0,1; 1,0 e 2,0 mg L'1)
de BAP ao meio de cultura com Y2 do MS. Foram avaliados o niumero de brotos, folhas e
entrendés, o comprimento dos brotos e a altura das plantas, aos 50 dias de cultivo. No
enraizamento de brotos de erva-mate foram utilizadas doses (0; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 6,0
mg L™) de AIB, por 15 e 30 dias. As avaliagdes constaram da percentagem de enraizamento
e de calo obtidas, do numero e comprimento de raizes, do niumero de folhas e altura das
plantas, aos 30 dias de cultivo. Plantas de erva-mate, produzidas in vitro, foram
aclimatizadas em diferentes substratos (vermiculita média, areia e casca de coco) com
temperatura e luminosidade controladas. A maior percentagem de estacas enraizadas, em
ambos os comprimentos, foi com a dose de 4000 mg L™ de AIB, sendo que as estacas de 3
cm obtiveram uma maior percentagem de enraizamento. Segmentos nodais de brotagbes de
ano de erva-mate apresentam a maior sobrevivéncia com a desinfestacdo com é&lcool 70%
por 4 min. e em NaOCI 2% por 25 min. O meio com %2 dos sais do MS pode ser utilizado
como o meio de cultura base para o cultivo in vitro de plantas de erva-mate. A adigao de 2
mg L de BAP ao meio de cultura base aumenta o nimero de brotos adventicios em erva-
mate, além de formar tufos apds alguns subcultivos, possibilitando a manutencéo de plantas
como microcepas, para o fornecimento de brotos. O enraizamento in vitro de erva-mate
pode ser realizado em apenas uma fase de 30 dias, com a adicdo de até 3 mg L™ de AIB ao
meio com Vi dos sais do MS. Plantas de erva-mate, produzidas in vitro, podem ser
aclimatizadas nos substratos casca de coco ou areia em ambiente com temperatura e
luminosidade controladas.

Palavras-chave: produgdao de mudas, propagacao vegetativa, estaquia, cultura de tecidos,
espécie nativa.
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IN VITRO AND EX VITRO PROPAGATION OF MATE
(llex paraguariensis Saint Hilaire — Aquifoliaceae).
AUTHOR: Micheli Angélica Horbach
ADVISER: Dilson Antdnio Bisognin
Place and Data Defence: Santa Maria, March 24" 2008

Mate (llex paraguariensis) is an important species in Southern Brazil for its
economical and cultural values. The present work had the objectives of analyzing the
propagation of mate by cuttings, disinfection and in vitro establishment of nodal segments
from adult plants and micropropagation of plants originated from immature embryos. Mate

cutting were submitted to three (0, 4000 and 8000 mg L'1) IBA doses and two lengths (3 and
10 cm) of cutting. The cuttings were evaluated at 135 days for survival, rooting and formation
of roots, leaves and shoots. In the disinfection experiments, nodal segments of one-year-old
shoots were immersed in alcohol solution of 70% for two and four min., in 2% of NaOCI for
15, 25 and 35 min. and inoculated in 74 of MS medium. The percentage of contaminated,
oxidized and healthy explants were evaluated at 15 days. In micropropagation, mate
seedlings from immature embryos were submitted to different culture mediums (MS, %42 MS
and WPM) for 30 days and evaluated for number of leaves and length of seedlings. For the

multiplication, different doses (0; 0,01; 0,1; 1,0 and 2,0 mg L'1) of BAP were tested in ¥4 MS
culture medium. At 50 days, they were evaluated for the number of shoots, leaves and

internodes, shoots length and height. Different doses (0; 0,5; 1,0 and 1,5 mg L'1) of IBA
were evaluated for rooting and kept explants either for 15 or 30 days in the medium. In vitro
plants of mate were acclimatized in different (vermiculite, sand or coconut shells) substrates,
with controlled temperature and light environmental conditions. The highest percentage of

rooted cuttings, in both evaluated length, were with 4000 mg L-1 of IBA. Cuttings with 3 cm
length produced the highest percentage of rooted cuttings. Nodal segments of one-year-old
shoots have the highest survival, with the disinfection with alcohol 70% for four minutes and
NaOCI 2% for 25 min. The %4 of MS salts medium can be used as basal medium for in vitro

culture of mate plants. The basal medium with 2 mg L-1 of BAP increases the number of
adventitious shoots and promotes shoot proliferation after some sub cultivations, enabling in
vitro plant maintenance as microstump, as shoot supply. In vitro rooting can be achieved in

one cycle of 30 days of cultivation, with the addition of 3 mg L-1 of IBA to the medium with
of MS salts. In vitro plants of mate can be acclimatized in coconut shells or sand in controlled
temperature and light conditions.

Key words: plantlet production, vegetative propagation, cutting, tissue culture, native
species.
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1. INTRODUCAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma espécie arbdrea pertencente a
familia Aquifoliaceae, que ocorre no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai
(CARVALHO, 2003). Essa espécie € utilizada na América do Sul desde épocas pré-
colombianas, sendo empregada no preparo do chimarrdo (BACKES e IRGANG,
2002). Considerada como a espécie simbolo do estado do Rio Grande do Sul, a
erva-mate apresenta grande importédncia na econbémia e na cultura dos estados
sulinos (BAKES e IRGANG, 2002). No ano de 2006 foram produzidas 233.360
toneladas de erva-mate no Brasil, com a regido sul concentrando 99,8% de toda a
producdo, destacando-se o estado do Parana, com 65,5% (152.971 t) do total
nacional, seguido por Santa Catarina (41.833 t) e Rio Grande do Sul (38.127 t)
(IBGE, 2006). Entretanto, apesar de sua importancia econémica, pouco se conhece
quanto ao melhoramento e a produgdo de mudas de qualidade superior desta
especie.

A producdo de mudas de boa qualidade € um requisito essencial no setor
florestal para o estabelecimento de povoamentos com melhor sanidade e
produtividade, especialmente quando se trata de espécies nativas, em que a
producao de plantas, muitas vezes, é realizada de maneira empirica. Dessa forma,
um maior conhecimento sobre a propagacgao da erva-mate se faz necessario, tanto
para superar problemas de dorméncia das sementes quanto para aprimorar a
reproducdo assexuada, essencial para o estabelecimento de povoamentos
uniformes. Como alternativa para a superagao da dorméncia das sementes, pode-se
utilizar o cultivo de embrides in vitro e posterior micropropagagao. Ja para a
multiplicacdo de matrizes selecionadas, a estaquia pode ser uma boa opcéao, pela
menor exigéncia de mao-de-obra qualificada e também de investimentos.

Apesar de mudas micropropagadas serem mais onerosas do que aquelas
obtidas por outras técnicas de propagacédo vegetativa, estes clones geralmente
trazem um valor agregado, além da opgédo de multiplicagdo em larga escala, capaz
de compensar os custos de producdo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A
micropropagacao tem sido aplicada com sucesso no rejuvenescimento de clones de

interesse comercial, que apresentam dificuldades de enraizamento, por causa da
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maturidade dos propagulos utilizados. Além disso, para as espécies que apresentam
dificuldades no cultivo por sementes, a utilizagdo do cultivo de embrides torna-se
uma ferramenta util para a regeneragao direta de plantas que possuem sementes
dormentes, com recalcitrancia, ou que sao abortadas em estagios iniciais de
desenvolvimento (BAJAJ, 1986). Dessa forma, a micropropagagdo de erva-mate
apresenta-se como uma estratégia viavel e com grande potencial de aplicagao para
a propagagao desta espécie.

A reprodugdo assexual, reprodugdo vegetativa de partes da planta original,
permite a multiplicacédo de familias elites ou individuos selecionados (THORPE,
1991), podendo ser a base para a produgdo de mudas com comprovado potencial
genético. A propagacgdo vegetativa de erva-mate pode promover uma maior
produtividade e homogeneidade para os ervais, sendo a estaquia uma excelente
opgao em relagdo as mudas obtidas por sementes. Entretanto, a propagacéo
vegetativa de espécies florestais, muitas vezes, apresenta alguns problemas, como
por exemplo, a dificuldade de enraizamento de materiais adultos e o baixo vigor das
mudas produzidas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Portanto, o aperfeicoamento e utilizagdo de tecnologias de macropropagagao
e micropropagacado de erva-mate, pode otimizar a producdo de mudas, além de

possibilitar a obtengao de plantas de melhor qualidade.
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2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivos avaliar a propagagdo da erva-mate,
por meio da macropropagagado por estaquia, do estabelecimento de segmentos

nodais in vitro e da micropropagacao.

2.2 Objetivos Especificos

i) Propagar vegetativamente plantas adultas de erva-mate em estufa, por meio da

estaquia de brotos de ano, com diferentes comprimento de estacas e doses de AlB;

ii) Estabelecer in vitro segmentos nodais de plantas adultas, oriundos de brotos de

cepas, utilizando diferentes tempos de exposicdo em agentes desinfestantes;

iii) Testar diferentes meios no cultivo de plantulas originadas de embrides zigoticos e

micropropaga-las.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Descricdo da espécie

A erva-mate € uma arvore perenifdlia, pertencente a familia Aquifoliaceae,
que pode alcancar até 30 m de altura e 100 cm de didametro a altura do peito.
Quando as plantas sdo manejadas para a produgdo, atingem altura entre 3 € 5 m
(CARVALHO, 2003). A espécie é diodica, com flores diclinas e um dos sexos
abortivos, com processo reprodutivo iniciando em até dois anos apds o plantio de
mudas oriundas de propagacao vegetativa, e aos cinco anos de mudas provenientes
de sementes (CARVALHO, 2003). A frutificacdo ocorre de janeiro a margo. Os frutos
sdo bagas esféricas, com quatro sementes (BACKES e IRGANG, 2002). As
sementes sdo dormentes em razdo da dureza do tegumento, e pelo motivo do
embrido ser rudimentar, permanecendo em estagio de coragcdo mesmo quando os
frutos estdo maduros (HU, 1975). A dorméncia das sementes é quebrada pelo
processo de estratificacdo, por meio do armazenamento das sementes em camadas
de areia umida por um periodo aproximado de 120 dias (BACKES e IRGANG, 2002).

As sementes de erva-mate possuem em média 3,72 mm de comprimento e
2,41 mm de largura (MUTINELLI, 1981) e, o embrido, um tamanho aproximado de
0,25 mm (NIKLAS, 1987). Onze espécies do género llex apresentam embrides com
0s seguintes estagios de desenvolvimento: estagio de coragao, de torpedo, maduro
e germinagao (HU, 1975), com inicio do crescimento embrionario imediatamente
apos a retirada dos embrides das sementes, desde que transferidos para meio de
cultura apropriado. Uma hipétese provavel para a dorméncia das sementes de erva-
mate € que esta espécie possui uma dissincronia entre 0 amadurecimento do fruto e
do embrido, com parada do desenvolvimento embrionario pelo acumulo de inibidores
no endosperma, em consequéncia da maturidade do fruto (HU et al., 1979).

A erva-mate € uma espécie climax que cresce em associagbes mais
evoluidas com o pinheiro-do-parana (Araucaria angustifolia), sendo caracteristica da
Floresta Ombrofila Mista Montana (Mata de Araucéaria) e da Floresta Estacional
Semidecidual no noroeste do Parana e sul matogrossense (CARVALHO, 2003). No

Brasil, a espécie esta distribuida desde o Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do
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Sul, em Minas Gerais e em pequenos nichos de ocorréncia do pinheiro-do-parana no
Rio de Janeiro e Sdo Paulo (CARVALHO, 2003).

O principal produto da erva-mate € o mate, uma bebida estimulante usada
tanto como infusdo quente (chimarrdo) ou fria (tereré). A arvore pode ser utilizada
para fins ornamentais, além de suas folhas fornecerem substincias para a
conservagao de alimentos e para a fabricagcdo de desodorante pela industria de
cosmeticos (BACKES e IRGANG, 2002). A madeira tem usos secundarios, sendo
utilizada na fabricagdo de laminas de otima qualidade, entretanto, ndo ¢é

recomendada para lenha e produgéo de celulose e papel (CARVALHO, 2003).

3.2 Macropropagacgéao por estaquia

Plantas originadas via seminal possuem caracteristicas genotipicas distintas
entre si, ja na propagacgao vegetativa, apresentam o mesmo genotipo da planta que
as originou (HARTMANN et al.,, 2002). Assim, um dos principais objetivos da
propagacao vegetativa € possibilitar a multiplicacdo de arvores adultas que
apresentam caracteristicas superiores (THORPE, 1991).

A estaquia é uma técnica de propagacgao vegetativa que apresenta algumas
vantagens em relagcédo a outras técnicas, a exemplo da enxertia e da alporquia, em
consequéncia da rapida resposta das plantas, da simplicidade e baixo custo de
utilizacao da técnica, da uniformidade das plantas geradas e da possibilidade de um
maior numero de plantas por matriz, além de nao apresentar problemas de
incompatibilidade como na enxertia (HIGA, 1983).

A técnica de estaquia promove o desenvolvimento de um novo sistema de
raizes e brotos adventicios (HARTMANN et al.,, 2002), sendo a formagao desse
sistema dependente de células que se desdiferenciam para a inicializagcdo e
formagao de novos pontos de crescimento meristematico (HARTMANN et al., 2002;
ALFENAS et al., 2004). Assim, o processo de formagao de raizes adventicias pode
ser dividido em pelo menos dois estagios de desenvolvimento: a iniciagdo de
primordios, seguida ao corte do tecido, e a emergéncia e crescimento das raizes
(NEMETH, 1986).

Nas espécies que apresentam dificuldade de enraizamento, alguns fatores
associados a planta matriz podem promover melhores respostas rizogénicas, dentre

estes, a coleta de estacas de materiais vegetativos, sem presenca de flores ou frutos
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e, se possivel, a utilizacdo de plantas mais jovens ou de explantes oriundos de
regides meristematicas (HIGA, 1983). Além disso, a selegdo das plantas a serem
propagadas deve se basear na eficiéncia fisioldgica e na facilidade de resposta ao
enraizamento das mudas, além da presenca de caracteristicas de interesse nos
individuos (HIGA, 1983).

No enraizamento de estacas utiliza-se, na maioria dos casos, uma auxina
para acelerar a formagéao de raizes (HINOJOSA, 2000) e, no caso especifico da erva
mate, o acido indolbutirico (AIB) tem se mostrado o fitorregulador mais eficiente na
inducdo de raizes, especialmente pela baixa mobilidade e estabilidade quimica
(IRITANI e SOARES, 1981).

Outro fator que interfere a formacgéao rizogénica em estacas sao as condigdes
ambientais durante o periodo de enraizamento. Assim, para otimizacdo da
propagacao de plantas, se faz necessario o manejo das condigdes microclimaticas
(luminosidade, umidade relativa, temperatura, entre outros), dos fatores edaficos (o
meio de propagacdo ou solo, nutrientes, entre outros) e dos fatores bidticos
(interacdo do propagulo com outros organismos) (HARTMANN et al., 2002; HIGA,
1983; SCHMIDT, 1993). Além disso, a disponibilidade hidrica exerce grande
influéncia no enraizamento das estacas, pois as mesmas sao muito mais sensiveis a
desidratacdo até que ocorra a formagdo de raizes para a absor¢gdo de agua e
nutrientes (CASO e DOTTA, 1997; SCHMIDT, 1993).

Para o enraizamento de estacas da maioria das espécies nativas, também é
importante a manutencao de, pelo menos, um par de meias folhas na estaca. Este
procedimento é indicado porque as folhas, especialmente as mais novas e as gemas
atuam como fontes de carboidratos, reguladores de crescimento e outros compostos
essenciais para o inicio da formagao de raizes (ALFENAS et al., 2004; IRITANI e
SOARES, 1981). Porém, o desenvolvimento rapido e precoce dessas gemas pode
mobilizar as reservas necessarias a iniciagao radicular e, consequentemente, afetar
o enraizamento das estacas (IRITANI e SOARES, 1981).

Outro evento a ser considerado no enraizamento de estacas se baseia no fato
do envelhecimento da planta diminuir o potencial de iniciacédo de raizes adventicias
(HACKETT, 1988). Na estaquia, cada segmento mantém a “memoria fisiologica” do
status de maturidade que possuia no ramo de onde foi coletado e, dependendo dos
niveis de juvenilidade ou maturidade, pode gerar diferentes tipos de sistemas
radiculares (ASSIS e MAFIA, 2007). Por isso, a idade da planta doadora tem grande
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influéncia no enraizamento de estacas de erva-mate, pois, passado os trés primeiros
anos de vida, o fator juvenilidade se perde, apesar da planta ainda nao ter alcancado
a maturidade reprodutiva (SAND, 1989). Assim, para tentar recuperar essa
competéncia de desdiferenciacéo, o corte da planta no campo pode ser uma opcéo,
pois induz a emissao de brotos por meio de gemas basais (KRICUN, 1995). Outra
tecnologia relevante no rejuvenescimento de plantas adultas € a micropropagacao,
por meio de varios subcultivos, ou a utilizacdo das técnicas de enxertia, tanto in vivo
quanto in vitro, nas quais se utiliza porta-enxertos juvenis para promoverem o
rejuvenescimento dos propagulos, além da estaquia seriada (WENDLING e XAVIER,
2001). A utilizagcao de enxertia seriada in vitro em Sequoia sempervirens, depois de
alguns ciclos, promoveu a restauragao da capacidade de enraizamento dos brotos,
com crescimento tdo vigoroso quanto os originados de plantulas (HUANG et al.,
1992).

A posicao de coleta do propagulo para a estaquia também tem influéncia no
enraizamento. A escolha do melhor propagulo para a clonagem é essencial para que
nao ocorram perdas devido a incapacidade de regeneragdo do material, e nem a
formagdo de mudas com baixo vigor (WENDLING e XAVIER, 2001). Os brotos
epicormicos sao menos eficientes em comparagao com os brotos basais de cepas,
pois, por causa da posi¢céo na arvore, estas se encontram fisiologicamente maduras
e menos propensas ao enraizamento (ALFENAS et al., 2004). Assim, propagulos
mais proximos da base conservam uma maior juvenilidade em relagédo aos que se
encontram nas posi¢gdes mais apicais, em consequéncia da sua formagao ser mais
proxima da época de germinagcdo do que aquelas das regides intermediarias ou
apicais (HARTMANN et al., 2002). Portanto, os brotos de cepas possuem
caracteristicas juvenis que facilitam a recuperagao da competéncia ao enraizamento,
além da manifestacdo de todo o potencial genético da planta (ALFENAS et al.,
2004).

Durante o processo de enraizamento também pode ocorrer a oxidagao das
estacas, causada especialmente pelo acumulo de fendis, promovendo um efeito
negativo na formacdo de raizes e, conseqlentemente, uma reducdo da
sobrevivéncia das estacas (CASO e DOTTA, 1997). A erva-mate, assim como
muitas espécies lenhosas, possui um alto conteudo de fendis, dessa maneira, 0s
ferimentos provocados durante o manuseio e o preparo das estacas podem

promover o acumulo de fendis na base, causando o enegrecimento dos tecidos e
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morte da estaca (SAND, 1989). Contudo, a oxidacado pode ser evitada com o uso de
antioxidantes, a exemplo da polivinilpirrolidona (PVP) e do acido citrico (FERRARI et
al., 2004).

3.3 Micropropagacao

3.3.1 Meio de cultura

A propagacao in vitro de plantas compreende varias técnicas que utilizam o
cultivo asséptico em laboratério, sendo a micropropagagdo uma das tecnologias
usadas para regenerar ou propagar novas plantas, além de acelerar o processo de
propagacao clonal (HARTMANN et al., 2002). A micropropagacao é composta por
quatro estagios principais: o estagio | que é o estabelecimento do explante no meio
de cultura; o estagio Il em que ocorre a multiplicagado ou indugao de brotos multiplos;
o estagio Ill com a formacgéo de raizes e o estagio IV que é a aclimatizagdo, com a
transferéncia gradual das plantas para a condi¢ao ex vitro (HARTMANN et al., 2002;
NIKLAS, 1986). Alguns autores ainda acrescentam o estadio 0 que é a preparagao
das plantas, por meio de tratamentos de desinfestacdo, para diminuir a
contaminagao quando estas forem introduzidas in vitro (DEBERGH e READ, 1991).

No estabelecimento de uma cultura in vitro € necessaria a utilizagcdo de meios
de cultura que propiciem condigdes necessarias para o crescimento das plantas.
Dessa forma, o meio deve fornecer um suporte semi-solido, nutrientes, energia e
algumas vitaminas suplementares. Muitas culturas, também, requerem a adi¢cao de
fitorreguladores para regenerar ou propagar novas plantas (HARTMANN et al.,
2002). Ha ainda consideraveis diferengcas do efeito de clone no comportamento in
vitro das culturas, pois, se por um lado ha clones que se adaptam bem a diversos
tipos de meios, por outro, alguns clones ou grupo de clones necessitam de meios de
cultura especificos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

O crescimento e o desenvolvimento de uma planta dependem de sinais
internos e externos que sao trasladados de uma parte a outra da planta por
mensageiros quimicos chamados de hormoénios (HINOJOSA, 2000). Essas
substancias tanto podem ser produzidas pelas plantas naturalmente (fitohorménios)
ou serem sintéticas (fitorreguladores), sendo os maiores grupos formados pelas

auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno (HARTMANN et al., 2002;
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TERMIGNONI, 2005). Dessa forma, a adi¢cao de fitorreguladores no meio de cultura
visa suprir possiveis deficiéncias enddgenas de hormbnios nos explantes
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). As auxinas promovem a divisdo celular nas
etapas de indugdo de calos e raizes nos explantes (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998). A dose de auxina na planta nao esta distribuida uniformemente, variando ao
longo do caule com maior quantidade no apice caulinar, gemas de crescimento,
sementes em formacao, folhas novas, apices radiculares, grdos de pdlen e cambio
(HINOJOSA, 2000). Além disso, a dose varia com a idade da planta, época do ano e
atividade metabdlica (HINOJOSA, 2000). Para a indugdo de calos sé&o
comumentemente usados o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o acido
naftalenoacético (ANA), o picloram e o thidiazuron e, para a indugdo de raizes,
preferencialmente sdo utilizados o acido indolbutirico (AIB) e o ANA. O acido
indolacético (AlA) se mostra menos eficiente por ndo ser suficientemente termo e
foto-estavel (HINOJOSA, 2000), e o 2,4-D tende a estimular uma maior formacao de
calos, podendo inibir o processo de iniciagdo radicular (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

As citocininas também estimulam a divisao celular (HARTMANN et al., 2002)
e sao fundamentais na etapa de regeneracao de calos e na brotacdo de gemas
axilares ou apicais na cultura de tecidos de plantas, entretanto, o enraizamento pode
ser dificultado se estas permanecerem muito tempo em contato com o material
regenerado, em decorréncia de um possivel efeito residual da citocinina
(BARRUETO CID, 2000). Alguns estudos sugerem que o BAP promove a
proliferagdo de partes aéreas e indugao de gemas adventicias in vitro em erva-mate,
mostrando-se muito eficiente na formacé&o de brotos (PAULA, 1992; ZANIOLO e
ZANETTE, 1999; MAJADA et al., 2000).

3.3.2 Estabelecimento de explantes in vitro
3.3.2.1 Cultivo de segmentos nodais
A micropropagagdo pode ser utilizada no rejuvenescimento de arvores

adultas, por meio de subcultivos, reestabelecendo a competéncia ao enraizamento e
o vigor de arvores adultas (ASSIS e MAFIA, 2007; ALFENAS et al., 2004), com
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promog¢ao de uma maior homogeneidade fisioldgica dos tecidos, tanto em potencial
de enraizamento quanto na qualidade do sistema radicular (ASSIS e MAFIA, 2007).

A micropropagacéo, pela proliferagdo de gemas axilares, tem sido muito
utilizada para propagacgao de espécies lenhosas (XAVIER et al., 2007). Além disso,
essa tecnologia facilita o enraizamento de plantas que falham em enraizar in vivo,
com reducdo do descarte de matrizes de interesse (NEMETH, 1986; ALFENAS et
al., 2004; ASSIS e MAFIA, 2007). Foi verificado em plantas micropropagadas de
Eucalyptus spp. um aumento na eficiéncia do processo rizogénico, com maior
producdo de mudas e diminuicdo do tempo de permanéncia no viveiro, além do
aumento do vigor vegetativo se comparadas as plantas obtidas por
macropropagacao (TITON et al., 2002).

Muitos fatores podem influenciar o cultivo in vitro de plantas, a exemplo do
tipo de 6rgao utilizado como fonte de explante, da idade fisioldgica e ontogenética da
planta, da estacdo na qual os explantes sao obtidos (THORPE, 1991). Dessa forma,
a selecdo e o manejo da fonte do explante € um importante aspecto no sucesso da
micropropagacgao por segmentos nodais de plantas adultas, além disso, deve-se
considerar as caracteristicas genéticas e epigénicas (juvenilidade) da fonte dos
explantes, o controle de patdégenos e as condicdes fisicas da planta (HARTMANN et
al., 2002).

Uma das maiores dificuldades do estabelecimento de segmentos nodais in
vitro é a grande contaminagao e oxidagao inicial dos explantes. A desinfestacéo é o
processo no qual se remove a contaminagao no intuito de regenerar ou propagar
plantas sadias (HARTMANN et al., 2002). Dentre os produtos mais conhecidos na
assepsia dos explantes esta o hipoclorito de so6dio (NaOCI), usado geralmente na
dose de 1 a 5%, por intervalos de 5 e 30 min. A grande vantagem desse agente
desinfestante se deve a sua solubilidade em &agua e, portanto, a facilidade de
remogao apenas com oOs enxagues, diminuindo os efeitos toxicos residuais nos
tecidos. Imersées em etanol 70% também sao usadas, contudo, podem provocar
toxicidade aos exlantes quando utilizado em longos periodos de tempo (BARRUETO
CID e ZIMMERMANN, 2006). E sabido que baixas doses de um agente desinfetante
associadas a curtos tempos de imersao favorecem a sobrevivéncia dos explantes,
contudo, essa condicdo nem sempre promove uma desinfestagcdo adequada. No

caso inverso, o controle do patégeno pode ser mais eficiente, porém, a viabilidade
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dos explantes pode ser reduzida, com perdas de material por fitotoxidez
(BARRUETO CID e ZIMMERMANN, 2006).

Varios autores tém verificado a ocorréncia de oxidagdo e contaminagao
endégena em explantes de erva-mate, especialmente quando estes provém de
plantas diretamente do campo (PANICK, 1995; MROGINSKI et al., 1999;
BERNASCONI et al., 1996; MROGINSKI et al, 2000; SANTOS e WENDLING, 2003).
Estudos indicam a existéncia de uma grande dificuldade em desenvolver protocolos
eficazes de desinfestacdo dos explantes de erva-mate, com superacao dos efeitos
fitotoxicos ocasionados pela oxidacdo dos fendis. Para minimizar a contaminacao, os
explantes tém sido retirados de plantas que se encontram em condi¢gdes de viveiro
(BERNASCONI et al., 1996), e que foram submetidas a tratamentos periddicos com
fungicidas antes da coleta dos explantes (PANICK, 1995; ZANIOLO e ZANETTE,
1999; HORNER et al., 2002).

3.3.2.2 Cultivo de embrides

O cultivo de embrides in vitro pode ser utilizado no estudo das necessidades
fisioldgicas e nutricionais dos embrides, no resgate de hibridos, na superacédo de
dorméncia de sementes, além de propiciar a redugdo do tempo de germinagao, por,
geralmente, ndo necessitar de periodo de laténcia (HU e FERREIRA, 1990; LITZ,
1991; HARTMANN et al., 2002).

Em sementes que necessitam de estratificacdo, luz ou um periodo pés-
maturagcdo, a aplicagdo de fitorreguladores geralmente é benéfica para a
germinagao, especialmente as giberelinas, as citocininas e o etileno, por estarem
relacionados com a quebra de dorméncia das sementes (ZAIDAN e BARBEDO,
2004). Aproximadamente 20% de embrides de erva-mate, em estagio de coragao,
converteram-se em pléantulas quando cultivados in vitro em meio de cultura sem
citocinina, porém, a adi¢ao desta ao meio pode modificar a taxa de desenvolvimento
dos mesmos (SANSBERRO et al., 1998). Dessa maneira, quanto mais imaturo o
embrido excisado, maior a exigéncia e, para muitas espécies, a adicdo de
fitorreguladores é indispensavel (HU e FERREIRA, 1990). Em erva-mate, embrides
cultivados in vitro em meio acrescido de baixas doses de citocinina, originaram uma

maior percentagem de germinagao a partir dos 14 dias (SANSBERRO et al., 1998).
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Apods a formagao dos cotilédones, o embrido passa de um estado heterotréfico para
autotrofico, tornando-se menos exigente em termos de meio de cultivo (LITZ, 1991).

Os embrides de erva-mate, provenientes de frutos em varios estagios de
maturagdo, apresentam divergéncias quanto ao crescimento in vitro quando
submetidos a luz e ao escuro (FERREIRA et al., 1991). Dessa forma, enquanto que
embrides provenientes de sementes, presentes em frutos brancos, néo
apresentaram diferengas no crescimento, embrides de frutos maduros (vermelhos ou
pretos) apresentaram inibicdo no crescimento quando submetidos a luz (FERREIRA
et al., 1991). Além disso, a maioria dos embrides excisados de sementes advindas
de frutos claros cresce melhor in vitro do que embrides de sementes de frutos
maduros, sugerindo a presenga de inibidores que se acumulam no final do estagio
de maturacgéo dos frutos (FERREIRA et al., 1991). Em llex opaca, grande parte dos
embrides cresce no escuro, porém, ha pouco ou nenhum crescimento quando sao
incubados sob condi¢gdes onde haja luminosidade (HU, 1976). Muitas variagdes no
comportamento dos embrides também ocorrem em consequéncia da planta matriz e
do controle genético, podendo influenciar no sucesso do estabelecimento in vitro
(FERREIRA et al., 1991).

3.3.3 Multiplicacao

A fase de multiplicagdo consiste na reprodugao dos propagulos por meio de
sucessivos subcultivos em meio de cultura proprio, com o principal objetivo de
produzir o maior numero de plantas possiveis. Com relagcdo ao meio de cultivo, a
fase de multiplicagao se caracteriza por possuir maiores doses de citocinina e, nos
casos em que € necessario elongar os brotos, meios com menores doses de
citocinina promovem maior elongamento, assim como maiores taxas de
multiplicagdo (ALFENAS et al., 2004).

A multiplicagdo € um importante processo da micropropagacao, podendo ser
conduzida pela proliferagdo de gemas axilares, pela indugdo de gemas adventicias,
tanto por organogénese direta quanto indireta, e pela embriogénese somatica
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A proliferagdo de gemas ocorre,
especialmente, em érgdo meristematicos, os quais sdo estimulados a crescer com a
manipulagao de fitorreguladores no meio de cultura, originando novas partes aéreas

ou tufos de brotos. Este sistema possibilita uma grande fidelidade genética do
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material originado, com taxa de propagacao relativamente alta, além da obtencao de
plantas com bom crescimento (XAVIER et al., 2007). O sistema de micropropagag¢ao
por organogénese envolve a obtengdo de eixos caulinares monopolares, originados
de gemas axilares pré-existentes ou de adventicias neoformadas (XAVIER et al.,,
2007). A embriogénese somatica se refere ao desenvolvimento de embrides por
meio de células somaticas, se diferenciando dos dois processos anteriores de
micropropagagao (via organogénese) por apresentar estruturas bipolares com
sistemas vasculares fechados, enquanto que os outros dois métodos apresentam
estruturas monopolares (SCHULTHEIS et al., 1990). A utilizagcdo de uma técnica em
detrimento a outra varia em fungao da espécie, dos objetivos, da disponibilidade de

material, equipamentos e mao-de-obra (XAVIER et al., 2007).

3.3.4 Enraizamento

Brotos que crescem durante o estagio de multiplicagdo, usualmente nao
apresentam raizes, sendo necessario que sejam movidas a um meio de cultura ou a
condigdes propicias ao enraizamento (HARTMANN et al., 2002). O enraizamento de
espécies lenhosas é afetado pelo grau de maturidade dos tecidos, sendo o sucesso
dessa fase determinado, em grande parte, pela qualidade dos brotos formados
durante a multiplicacdo. O processo do enraizamento pode ser dividido em trés
etapas: de indugao, iniciagdo e elongamento de raizes, com as duas primeiras fases
podendo ser realizadas como uma sé. Além disso, no enraizamento de plantas, o
melhor método € que todas as fases possam ser conduzidas de uma vez, sem a
necessidade de manipulagao adicional (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

O enraizamento de plantas micropropagadas pode ser realizado in vitro ou ex
vitro, contudo, usualmente as raizes desenvolvidas in vitro ndo apresentam as
mesmas caracteristicas daquelas produzidas durante a aclimatizagao,
especialmente no que se refere a capacidade de absorgdo de agua e nutrientes. A
inducdo de raizes in vitro proporciona maiores chances de sobrevivéncia da planta
durante a aclimatizacao, possibilitando que novas raizes funcionais sejam formadas
(DE KLERK, 2002; PREECE e SUTTER, 1991). O tipo de sistema radicular formado
no processo de enraizamento in vitro também determina o sucesso do transplantio,
sendo as raizes curtas mais eficazes do que as longas, pois facilitam a retirada do
meio e o tranplantio ao substrato (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
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3.3.5 Aclimatizagao

A micropropagacgdo de plantas se torna completamente inviavel quando a
aclimatizagao nao é eficaz (HAZARIKA, 2003). Assim, a maioria das espécies que
cresce in vitro requer um processo de aclimatizacdo para assegurar a sobrevivéncia
e o vigor de crescimento em ambiente externo (PREECE e SUTTER, 1991), pois,
plantas micropropagadas necessitam ter suas caracteristicas fisicas e fisioldgicas
gradualmente adequadas as condi¢des ex vitro (HAZARIKA, 2003).

A aclimatizacdo envolve a transferéncia dos explantes de uma condigcao
heterotrofica para uma autotréfica (HARTMANN et al., 2002) e, de uma situagao de
fluxo transpiratério reduzido, para um ambiente no qual a taxa de transpiracdo é
maior, podendo ocasionar estresse hidrico nas plantas (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; PREECE e SUTTER, 1991; HAZARIKA, 2003). Assim, dentre os
fatores que determinam o sucesso da aclimatizagédo, destaca-se a habilidade da
planta de passar da condicdo heterotrofica para a autotrofica, os fatores abidticos a
que a planta estara exposta (como umidade relativa, temperatura, luminosidade, tipo
de substrato, entre outros), os fatores bibticos (pragas e doencas), a presenga ou a
capacidade de produzir novas raizes e a nutricdo da planta (PREECE e SUTTER,
1991; HARTMANN et al., 2002; PAIVA e OLIVEIRA, 2006).

A sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacido esta estreitamente
relacionada com a habilidade autotréfica destas, a qual depende da capacidade de
captacdo da radiagao para a fixagdo de carbono, além da absor¢gédo de agua para a
translocacdo de minerais e fotoassimilados (PAIVA e OLIVEIRA, 2006), necessarios
para manter o crescimento da planta (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A
manutencdo de alta umidade relativa € crucial para a sobrevivéncia, por causa do
pouco controle da transpiragdo que a planta apresenta (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; PREECE e SUTTER, 1991). O controle da luminosidade também
€ fundamental, pois as plantas in vitro estdo expostas a niveis de claridade
relativamente baixos, além das folhas apresentarem caracteristicas diferentes
daquelas adaptadas a condi¢ao de pleno sol (PREECE e SUTTER, 1991).
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4. CAPITULO | - PROPAGACAO POR ESTAQUIA DE ERVA-MATE

4.1 Introducéo

A dificuldade de obtencdo de mudas de erva-mate por meio de sementes, em
consequéncia da dorméncia do embrido, além da multiplicagdo sem nenhum tipo de
selecao, sdo apontadas como as principais causas da baixa produtividade dos ervais
plantados (HIGA, 1983), cujas mudas provém quase que 100% da propagagao
sexuada (MAYOL, 2003). A selegdo de plantas de erva-mate para caracteres de
interesse e a possibilidade de multiplicagdo vegetativa permite a obtengao de clones
com alta qualidade, aprimorando o produto final. Assim, programas de
melhoramento genético utilizam a selegdo clonal em povoamentos de alta
variabilidade genética na identificacdo de plantas matrizes para posterior
propagacao vegetativa (NIKLAS, 1986).

O uso de técnicas de propagacao vegetativa € vantajoso quando ha restricbes
na obtencdo de mudas por semente ou quando se objetiva propagar arvores que
apresentem caracteristicas desejaveis, a exemplo da resisténcia a doengas, da
tolerancia a deficiéncia hidrica e nutricional, e da adaptacdo de plantas a solos
degradados (XAVIER e SANTOS, 2002). Dentre as diversas técnicas de propagacao
vegetativa, a estaquia tem sido amplamente utilizada na silvicultura clonal,
favorecendo a formagéao de florestas de alta produtividade (XAVIER e SANTOS,
2002). Além disso, a estaquia é a forma mais rapida para producdo de mudas,
fornecendo maior uniformidade, se comparada as mudas obtidas por sementes
(GRACA et al., 1988). As mudas de erva-mate provenientes de estaquia atingem
porte adequado para o plantio a partir dos seis meses de idade, enquanto que as
provenientes de sementes somente a partir dos 12 meses, podendo chegar até a 24
meses apos a semeadura (CARVALHO, 2003).

Apesar da propagacgao vegetativa da erva-mate ser estudada ha bastante
tempo, ainda ocorre uma grande dificuldade no enraizamento de material adulto, n&o
existindo protocolos adequados para esta finalidade (GRACA et al., 1988). Dessa

forma, a fim de facilitar o enraizamento, utilizam-se explantes coletados de regides
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meristematicas, ou ainda, de brotos induzidos por poda drastica, promovendo o
rejuvenescimento dos tecidos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Mesmo em estacas oriundas de tecidos rejuvenescidos, a utilizacdo de
fitorreguladores pode aumentar o potencial de enraizamento (IRITANI e SOARES,
1981), especialmente quando associada ao adequado comprimento da estaca. O
fitorregulador mais utilizado neste caso € a auxina AlB, em doses que variam de 0 a
13000 mg L' para erva-mate (PICHETH, 1997). Ja o comprimento de estaca, pela
quantidade de reservas armazenadas, influencia a sobrevivéncia e o enraizamento
(HARTMANN et al., 2002), além da taxa de multiplicagdo, que pode ser maximizada
pela menor quantidade de material requerido para a preparagédo de estacas curtas
ou de gema unica (EDEN, 1958).

O objetivo desse estudo foi avaliar a propagagdo vegetativa de plantas
adultas de erva-mate, por meio de estacas de brotos de ano, utilizando diferentes

doses de AIB e tamanho de estacas.
4.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Viveiro Florestal e no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), com instalagao
realizada no més de julho de 2006.

Para o preparo das estacas, foram coletados ramos jovens de uma planta
com aproximadamente 10 anos de idade, originada da estaquia de ervais nativos.
Os brotos foram colocados em agua fria e, imediatamente, transportados para o
Viveiro Florestal da UFSM. As estacas foram preparadas em dois comprimentos
distintos, sendo submetidas a desinfestagcdo por meio da imersdo em solucdo de
NaOCl na dose de 0,625% por cinco min., lavadas em &gua corrente e,
posteriormente, imersas por 15 min. em solucdo de Captan® (2 ml L") + Cercobin®
(1,5 g L), conforme adaptado de Graca et al. (1988).

Os tratamentos utilizados no teste de enraizamento consistiram de trés doses
de AIB (0, 4000 e 8000 mg L") e os comprimentos de estacas de 3,0 cm + 1 cm,
com meia folha e 10,0 cm £ 1 cm, com um par de meias folhas. O AIB foi diluido em
solucdo alcodlica na proporcdo de 50%, e aplicado pela imersdo da base das
estacas por 10 segundos. Apds, as estacas foram plantadas em substrato composto

por vermiculita de granulometria média, em caixas plasticas que foram dispostas em
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estufa, com sistema de irrigacao por microaspersao, acionado por dois minutos a
cada hora e, durante os horarios de maior demanda evaporativa, por dois minutos a
cada meia hora. Aos 135 dias as estacas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, o
enraizamento, o numero de brotos, de folhas e de raizes e o comprimento de brotos
e de raizes.

O experimento foi conduzido em um fatorial 3 x 2 (trés doses de AIB e dois
comprimentos de estaca), em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes de cinco estacas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e os
tratamentos comparados pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de
erro. As analises foram realizadas com o auxilio do programa ESTAT (Unesp-
Jaboticabal). Os dados de percentagem foram transformados para arcosenovx/100 e

de contagem e comprimento para Vx + 0,5.
4.3 Resultados e Discusséo

Houve interagao significativa entre o tamanho das estacas e tratamento com
AIB somente para a percentagem de sobrevivéncia e para o numero de folhas
(Tabela 1). As diferentes doses de AIB afetaram a sobrevivéncia das estacas de 3
cm, ndo sendo observada diferenga significativa entre as dosagens de AIB utilizadas
para estacas de 10 cm. Em estacas de 3 cm foi verificada uma maior sobrevivéncia
no tratamento sem adicdo do fitorregulador AIB (testemunha), seguido dos
tratamentos utilizando as doses de 4000 mg L™ e de 8000 mg L™ de AIB. Quando
comparado o comprimento das estacas, as de 10 cm obtiveram uma sobrevivéncia
inferior as de 3 cm no tratamento testemunha. Além disso, foi observado que tanto
estacas de 3 cm quanto estacas de 10 cm ndo apresentaram diferengca na
percentagem de sobrevivéncia quando utilizadas as doses de 4000 mg L™ e de 8000
mg L de AIB, contudo, as estacas maiores apresentaram um maior nimero de
folhas quando tratadas com doses mais altas de AIB (8000 mg L™"). Os tratamentos
com fitorregulador utilizados em estacas menores ndo ocasionaram diferengas para
o numero de folhas formadas, somente quando estas foram comparadas as estacas
maiores tratadas com 8000 mg L' de AIB. Estacas de 10 cm apresentaram um
maior numero de folhas, sendo observado também um aumento no numero de

folhas a medida que se aumentou a dose de AIB (Tabela 1).
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Tabela 1 — Percentagem de sobrevivéncia e numero de folhas para estacas de ano de plantas adultas
de erva-mate. Santa Maria, RS, 2007.

Percentagem de sobrevivéncia Numero de folhas
Tratamentos

-1
(mgL"deAlB) Egtacas de3cm Estacas de 10cm  Estacas de 3cm  Estacas de 10 cm

0 90,0 aA* 60,0 aB 4,9 aB 3,5bB
4000 60,0 abA 55,0 aA 3,8aB 4,5 aB
8000 40,0 bA 55,0 aA 4,1 aB 7,8 aA
Média 63,3 56,7 4,3 53
CV (%) 17,2 17,2 12,8 12,8

*Valores seguidos de mesma letra, mindscula na coluna e maiucula na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A capacidade de sobrevivéncia das estacas esta intimamente relacionada
com uma maior chance de ocorrer o enraizamento. Assim, a sobrevivéncia
geralmente é afetada pela dose de AIB aplicada, que pode apresentar efeito
negativo quando em altas concentragbes, e pelo tamanho da estaca, que pode
influenciar na reserva de nutrientes necessarios a sobrevivénca e ao inicio do
enraizamento (HARTMMAN et al., 2002). Nesse trabalho, a adi¢cado de fitorregulador
influenciou a sobrevivéncia somente em estacas de menor comprimento, nao
demonstrando efeitos significativos para as estacas maiores. Outros autores também
encontraram diferengas de sobrevivéncia em estacas de plantas adultas de erva-
mate quanto a aplicacdo de AIB e ao comprimento de estaca utilizado. Picheth
(1997) verificou que as melhores percentagens de sobrevivéncia para estacas de
erva-mate foram obtidas na testemunha, sem aplicacdo de AIB. Iritani e Soares
(1981) observaram que doses menores de AIA (3000 mg L™) influenciam
positivamente na sobrevivéncia das estacas. Além disso, a utilizagdo de um
substrato adequado, como a vermiculita, além de um ambiente controlado e com
nebulizacdo, aumentaram as chances de sobrevivéncia das mudas obtidas por
estaquia (GRACA et al., 1988). Por outro lado, Molina e Mayol (2003), em trabalho
de estaquia de erva-mate, demonstraram que ndo ha associagdo entre o
comprimento das estacas e o indice de mortalidade encontrado nas mesmas,
somente encontrando correspondéncia entre o didmetro das estacas e a

sobrevivéncia.
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A aplicagcdo de AIB aumentou a quantidade de estacas enraizadas e o
comprimento das raizes formadas, com os melhores resultados obtidos nas doses
de 4000 e 8000 mg L' de AIB respectivamente (Tabelas 2) e, as maiores
percentagens de enraizamento, em estacas de menor comprimento (Tabela 3 e
Figuras 1A e 1B). Dessa forma, o enraizamento foi afetado tanto pela dose de AIB
utilizada na solugdo quanto pelo comprimento das estacas. As estacas de 10 cm
apresentaram o maior numero de brotos, contudo, a aplicagdo de AIB nao
influenciou na inducédo de brotagdo em ambos os tipos de estacas. A ocorréncia de
um maior numero de brotos e folhas nas estacas maiores era esperada, por causa
do seu maior numero de gemas e, pela maior quantidade de reservas. Tanto a
aplicagédo de AIB quanto o tamanho das estacas nao afetaram o numero e o
comprimento de raizes formadas. Houve formacdo de calo na base de todas as

estacas (dados n&o apresentados).

Figura 1 — Enraizamento de estacas de erva-mate em 4000 mg L" de AIB, aos 180 dias da
instalacdo do experimento: estacas de 10 cm (A); estacas de 3 cm (B). Santa Maria, RS,
2007.
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Tabela 2 — Percentagem de enraizamento, nimero e comprimento de raizes e brotos formados em
estacas de ano de plantas adultas de erva-mate tratadas com diferentes doses de AIB,
aos 135 dias. Santa Maria, RS, 2007.

Tratamentos Enraizamento (%) Numero Comprimento (cm)
(mg L™ de AIB) Raizes Brotos Raizes Brotos
0 17,5 b* 3,1a 14a 0,25b 0,43 a
4000 37,5a 3,1a 10a 0,91a 0,84 a
8000 25,0 ab 2,7 a 12a 1,00 a 0,57 a
Média 26,7 2,9 1,2 0,72 0,61

CV (%) 21,8 16,9 10,5 15,7 19,9

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Tabela 3 — Percentagem de enraizamento, nimero e comprimento de raizes e brotos formados em
estacas de ano de plantas adultas de erva-mate, em diferentes comprimento de estacas,
aos 135 dias da instalacdo do experimento. Santa Maria, RS, 2007.

_ Nimero Comprimento (cm)
Comprimento  Enrajizamento (%) - -
de estacas Raizes Brotos Raizes Brotos
3cm 31,7 a 3,0a 1,00 b 0,82 a 0,48 a
10cm 21,7b 29a 1,40 a 0,66 a 0,75a
Média 26,7 2,9 1,2 0,74 0,61
CV (%) 21,8 16,9 10,5 15,7 19,9

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Tarrag6 et al. (2005), em estudo de enraizamento de erva-mate, verificou uma
alta correlagao (r*=0,72) entre a retencao de folhas e a formagao de raizes nas
estacas, com formagao de raizes somente no quadrante da folha. Em estacas
obtidas de brotos de plantas adultas de vassour&o branco (Piptocarpha angustifolia),
a manutencédo de pelo menos uma folha foi fundamental para a sobrevivéncia e
emissao de brotos, mas nem todas foram capazes de enraizar (FERRIANI, 2006). O
mesmo foi observado nesse trabalho, considerando que as estacas que perderam
suas folhas ndo sobreviveram por muito tempo, sendo assim, parece que a
manutencgéo da folha é fundamental para a sobrevivéncia da estaca. A mortalidade

das estacas, muitas vezes, também estd associada a oxidagdo na base das
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mesmas. Ja a diferenga para o numero de folhas e brotos encontrados nas estacas
maiores pode ser um efeito do préprio enraizamento das mesmas, pois com o
aumento da dose do fitorregulador houve um aumento do numero de folhas e brotos
nas estacas de 10 cm, além disso, a maior quantidade de reservas nas estacas
maiores pode ter favorecido a formagao de folhas.

O tratamento com fitorreguladores estimula a emissdo de raizes em estacas
de plantas adultas. Alguns estudos indicam que doses de AIB de até 13000 mg L
podem ser utilizadas para promover o enraizamento de estacas de erva-mate
(PICHETH, 1997), entretanto, doses superiores a 8000 mg L’ reduzem a
percentagem de enraizamento, possivelmente ocasionado pelo efeito toxico nas
mesmas (GRACA et al., 1988). Além disso, o aumento da dose de fitorreguladores
aumenta a formacdo de calo na base das estacas, o que pode dificultar o
enraizamento em algumas espécies (HARTMANN et al., 2002).

Nesse trabalho, das estacas que sobreviveram até os 135 dias, mais da
metade ndo enraizaram. Kricun (1995) menciona que estacas oriundas de plantas
adultas de erva-mate apresentam dificuldades de enraizamento e, associado as
diferengcas genéticas entre clones e tipos de explantes, tem-se uma grande
divergéncia do potencial de enraizamento entre plantas. Tavares et al. (1992)
observou em materiais de diferentes procedéncias de erva-mate uma variagdo na
capacidade de enraizamento de 0 a 100 %. Em explantes de plantas com mais de
60 anos resultaram em um enraizamento médio de apenas 7% (SAND, 1989). Ja
quando foram utilizadas plantas jovens, o enraizamento foi de até 80% (KRICUN e
BELINGHERI, 2002) ou de 90% (SAND, 1989).

O menor comprimento disponibiliza uma maior quantidade de material
vegetal para propagac¢ao, aumentando a taxa de multiplicagdo. No caso de brotos de
cepa e de matrizes de erva-mate com pouca disponibilidade de material
rejuvenescido, estacas de gema unica maximizam o numero de mudas produzidas,
tendo em vista também que estacas menores apresentaram maiores percentagens
de enraizamento. Mudas de Camelia sinensis sao produzidas a partir de estacas de
gema unica com eficiéncia (EDEN, 1958), técnica que pode ser aplicada a outras
espécies, incluindo a erva-mate. Ja para o ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata), o
tamanho da estaca ndo afetou a taxa de enraizamento e o numero de raizes
formadas (NICOLOSO et al., 2001).
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No enraizamento é fundamental que uma lamina de agua fina seja mantida
sobre as folhas (ALFENAS et al., 2004), além disso, se faz necessario considerar a
época de preparagao das estacas, pois a atividade metabdlica de estacas herbaceas
ou semi-lenhosas € maior durante a primavera e o verdo, o que facilita o
enraizamento (TAVARES et al., 1992). Entrentanto, para algumas espécies, como é
o caso do platano (Platanus x acerifolia), a melhor época para o enraizamento das
estacas é durante os meses de inverno, quando a temperatura € mais amena
(NICOLOSO et al., 1999).

A percentagem de enraizamento médio foi relativamente baixa nesse
experimento. Esse resultado pode estar associado a idade da planta matriz, ao tipo
de material utilizado para a estaquia, além das condicbes ambientais presentes.
Entretanto, essas mudas produzidas por estaquia podem ser novamente utilizadas
como fonte para coleta de brotos, promovendo o rejuvenescimento e,
consequentemente, um maior enraizamento do material. Além disso, foi possivel
observar a possibilidade de utilizagdo de estacas de menor comprimento para
producdo de mudas de erva-mate. A obtengdo de um maior numero de estacas por
ramo pode ser vantajosa quando se tem pouca disponibilidade de material vegetal,
aumentando a propagacgao e, no caso de utilizagdo de minijardins clonais, pode
ocasionar a diminuicao dos custos, em consequéncia da maior producdo de mudas

em um menor espago.

4.4 Conclusfes

- A imersao das estacas de erva-mate em solugao de 4000 mg L™ de AIB por 10 s,

aumenta a percentagem de enraizamento das estacas de erva-mate.

- Estacas de erva-mate de 3 cm apresentam maior percentagem de enraizamento.
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5. CAPITULO Il - MICROPROPAGACAO DE ERVA-MATE

5.1 Introducéao

A erva-mate pertence a familia Aquifoliaceae, que compreende mais de 500
espécies do género llex distribuidas em regides temperadas e tropicais de ambos
hemisférios (HU, 1989). A maioria dessas espécies apresenta dorméncia nas
sementes, causada pelo embrido rudimentar e, requerem de um periodo de
estratificacdo antes de poder germinar (HU, 1975; NIKLAS, 1987; SANSBERRO et
al.,, 1998; CARVALHO, 2003), dificultando a produgdo de mudas por meio de
sementes.

O cultivo de embrides zigoticos de espécies de llex in vitro, pode ser utilizado
para superar a dorméncia das sementes e reduzir o ciclo de reproducao da espécie
(HU, 1989), além de ser uma forma mais rapida de propagag¢ao, em consequéncia
da eliminacado do endosperma (HU et al., 1979; HU, 1989). Os embrides sao também
otimas fontes de explantes para a micropropagacao, por causa da natureza juvenil
dos propagulos e, consequentemente, pelo alto poder regenerativo que apresentam
(HU e FERREIRA, 1990).

Por ser uma planta alégama, o estudo e o desenvolvimento de protocolos de
propagacao vegetativa in vitro sdo relevantes para o melhoramento da erva-mate
(SANSBERRO et al., 2000). O cultivo in vitro de plantas adultas pode ser realizado
por meio de segmentos nodais e apices caulinares, podendo otimizar a propagagao
vegetativa de plantas matrizes selecionadas, além de possibilitar altas taxas de
multiplicacdo e a producdo de mudas livres de patogenos (XAVIER et al., 2007).
Entretanto, o estabelecimento in vitro de explantes adultos € dificultado pela
recalcitrancia dos tecidos (THORPE et al., 1991), pela presenga de patdégenos de
dificil eliminagdo e pela oxidagdao. Assim, métodos eficientes de desinfestacao
devem ser desenvolvidos para o estabelecimento e produgdo de propagulos
assépticos de erva-mate.

Os objetivos desse trabalho foram desenvolver um protocolo de desinfestagao
para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de plantas adultas de erva-
mate e realizar a micropropagacao de plantas originadas a partir de embrides

zigoticos desta espécie.
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5.2 Material e Métodos
5.2.1 Condigdes de cultivo

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Biotecnologia e
Melhoramento de Plantas do Departamento de Fitotecnia da UFSM, Santa Maria,
RS. A sala de cultivo foi mantida a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 16

horas e intensidade luminosa de aproximadamente 14,3 JE m?S™.
5.2.2 Estabelecimento in vitro de segmentos nodais

Para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais foram utilizadas oito
plantas de erva-mate, com aproximadamente 10 anos de idade, provenientes de
estaquia. As cepas foram retiradas do campo, preservando-se entre 10 e 15 cm da
parte aérea e do sistema radicular, transplantadas em vasos com substrato
plantmax® + vermiculita (1:1), permanecendo em estufa para a emisséo de brotos.
Dois meses apds o corte, as cepas ja apresentavam brotos aptos a coleta para o

estabelecimento in vitro (Figura 2).

Figura 2 — Cepas de erva-mate em vaso, com brotos aptos a coleta para o estabelecimento in vitro.
Santa Maria, RS, 2007.
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Anterior ao estabelecimento in vitro dos segmentos nodais, os brotos foram
submetidos & aplicacdo diaria dos fungicidas Captan® (2 ml L") e Cercobin® (1,5 g
L'1), durante 5 dias. Apds esse periodo, os brotos fornecedores de explantes foram
coletados e, em laboratério, as folhas retiradas. Os explantes foram lavados em
agua corrente e divididos em segmentos de 1,0 a 1,5 cm, com a presenca de uma
gema. A desinfestacao foi realizada com a imersao dos segmentos nodais em alcool
70% por 2 ou 4 min., seguido da imersdo em solugdo contendo 2% de NaOCI e duas
gotas de tween 20, durante 15, 25 ou 35 min. Apds, foram submetidos a cinco
enxagues em agua destilada e autoclavada. As porcdes terminais dos explantes
foram retiradas antes da inoculacgéao.

O meio de cultura foi composto por % da concentracdo dos sais do meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 3% de sacarose, 0,01% de mio-
inositol e 0,65% de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,7. O experimento foi
conduzido em frascos de 10 mL contento 3 mL de meio de cultura por frasco.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com oito
repeticoes de cinco frascos, contendo um explante por vidro. Aos 15 dias foram
avaliadas as percentagens de contaminagao por fungos e bactérias, de oxidacao e

sobrevivéncia dos segmentos.
5.2.3 Estabelecimento in vitro de embrides zigoticos

As sementes de erva-mate foram obtidas no Viveiro Florestal da UFSM. Para
o estabelecimento in vitro, as sementes foram imersas em agua destilada por 24 h e,
posteriormente, submetidas a desinfestagcao por meio da imersdo em alcool 70% por
5 min., seguido da imersao em solugao de NaOCI na concentragao de 2%, acrescido
de duas gotas de tween 20, durante 30 minutos. Apds, as sementes foram
submetidas a cinco enxagues com agua destilada e autoclavada e, com o auxilio de
microscopio estereoscoépico, foi realizada a excisdo dos embrides, conforme descrito
por Hu (1989). Os embrides foram inoculados em meio de cultura MS com % da
concentragdo dos sais (MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 3% de
sacarose, 0,01% de mio-inositol, 0,65% de &gar e 0,01 mg L' de BAP
(SANSBERRO et al. 1998), com pH ajustado para 5,7. Os embrides permaneceram

em frascos de 10 mL contento 3 mL de meio de cultura, com um embrido por frasco.
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Os frascos foram mantidos em sala de cultivo no escuro por 14 dias e,

posteriormente, transferidos para condi¢cao de fotoperiodo de 16 horas.
5.2.4 Teste de meio de cultura

As plantulas de erva-mate, obtidas de embrides zigdticos, com 60 dias de
cultivo, foram transferidas para diferentes meios de cultura. Os meios utilizados no
experimento foram o MS completo (MURASHIGE e SKOOG, 1962), MS com 7 da
concentragdo de sais e o WPM completo (LLOYD e McCOWN, 1981),
suplementados com 3% de sacarose, 0,01% de mio-inositol, 0,65% de agar, e pH
ajustado para 5,7. O experimento foi conduzido em frascos de 150 mL contendo 30
mL de meio de cultura. As plantas foram mantidas em sala de cultivo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes, cada repeticdo composta por seis frascos e um explante por
frasco. Para verificar o incremento da altura das plantulas e do numero de folhas,
realizou-se uma avaliacido anterior a aplicagao dos tratamentos, e outra apds 50 dias

de cultivo.
5.2.5 Multiplicagao in vitro

Para o experimento de multiplicacao foram utilizadas plantulas obtidas de
embrides zigoticos que sofreram trés subcultivos em meio com %2 de MS. Os
tratamentos consistiram em diferentes doses de BAP (0; 0,01; 0,1; 1,0 e 2,0 mg L)
no meio de cultura com %2 de MS, acrescido de 3% de sacarose, 0,01% de mio-
inositol, 0,65% de agar, com pH ajustado para 5,7. O experimento foi conduzido em
frascos de 150 mL contendo 30 mL de meio de cultura.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes e cinco frascos por repeticdo, com um explante por frasco. Para verificar
o incremento da altura das plantas, do comprimento dos brotos, do numero de
brotos, entrends e folhas, realizou-se uma avaliagdo anterior a aplicagdo dos
tratamentos, e outra apds 50 dias de cultivo. Apds as avaliagdes, as plantas foram
cultivadas no meio de cultura que apresentou o melhor resultado, com subscultivos

sucessivos no mesmo, sendo mantidas como microcepas para coleta de brotos.



Propagacéo in vitro e ex vitro de erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire — Aquifoliaceae) 27

5.2.6 Enraizamento in vitro

Para os experimentos de enraizamento, foram utilizados brotos de plantas de
erva-mate advindas do meio de multiplicagédo com 4 do MS acrescido de 2 mg L' de
BAP.

O meio de cultura utilizado em todos os experimentos de enraizamento foi o
Ya do MS com 3% de sacarose, 0,01% de mio-inositol, 0,65% de agar e pH ajustado
para 5,7. Os experimentos foram conduzidos em frascos de 150 mL contendo 30 mL
de meio de cultura. Os brotos tinham de 0,8 a 1,0 cm de comprimento, com no
minimo um par de folhas cortadas a um terco.

No primeiro experimento foram testados o enraizamento em uma fase, com a
presenca de auxina durante todo o tempo ou, em duas fases, a primeira com auxina
e a segunda sem a presencga de fitorregulador no meio. Assim, parte dos brotos
permaneceu em meio com o AIB até os 30 dias de cultivo (uma fase), outra parte foi
retirada do meio contendo AIB, aos 15 dias, e transferida para meio de cultura sem
auxina, permanecendo neste por mais 15 dias (duas fases). As doses de AIB
utilizadas em ambos os tratamentos foram de 0, 1,0 e 1,5 mg L™". Em um segundo
experimento, foram testadas diferentes doses de AIB (0, 0,5, 1,0 e 1,5 mg L'1) e, No
terceiro experimento, as doses 0, 1,5, 3,0 e 6,0 mg L™ de AIB.

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de quatro explantes por frasco. Aos
30 dias foram realizadas as avaliagbes quanto a ocorréncia de enraizamento, o
numero e o comprimento das raizes formadas, a presenca de calo, o numero de

folhas e a altura das plantas.
5.2.7 Aclimatizagao

A aclimatizacdo foi realizada apenas em plantas que apresentavam no
minimo trés pares de folhas. As plantas tiveram suas raizes lavadas para a retirada
do meio de cultura, sendo transplantadas em copos plasticos, com dois furos de
drenagem, preenchidos com diferentes tipos de substrato.

Os substratos testados foram areia, casca de coco (Cocus nucifera) em po e
vermiculita média, sendo autoclavados a 121°C por 45 min. antes do transplantio.

Posteriormente, os copos foram cobertos com filme plastico de polivinilcloreto (PVC),
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para evitar uma perda excessiva de agua, permanecendo em sala de cultivo com
temperatura e luminosidade controlada. As plantas foram irrigadas de dois em dois
dias com agua destilada e, uma vez por semana, com meio de cultura 2 do MS
liquido, sem adigdo de sacarose. Apos 30 dias, o filme plastico foi retirado, com
transferéncia das plantas para estufa.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticbes e, cada repeticdo composta por cinco plantas. A percentagem de

sobrevivéncia foi avaliada aos 30 dias de cultivo.

5.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e os tratamentos
comparados pelo teste de Tukey ou analise de regressdao, em nivel de 5% de
probabilidade de erro. As analises foram realizadas com o auxilio do programa
ESTAT (Unesp-Jaboticabal). Os dados de percentagem foram transformados para

arcosenoVx/100 e de contagem e comprimento para \Vx + 0,5.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Estabelecimento in vitro de segmentos nodais

Os diferentes tratamentos de desinfestacdo de segmentos nodais de erva-
mate, com alcool 70% e NaOCI 2%, afetaram as percentagens de oxidagédo e
sobrevivéncia dos explantes (Tabela 4). A maior taxa de sobrevivéncia foi obtida no
tratamento 5, ou seja, com imersao dos explantes em alcool 70% por 4 min. e em
NaOCI por 25 min., sendo observado que nos demais tratamentos ocorreram
maiores combinagdes de oxidagdo e contaminacdo dos segmentos nodais. Os
tratamentos 5 e 6 apresentaram as maiores percentagens de oxidagéo, o que pode
ter ocorrido pelo maior tempo de exposi¢cao dos segmentos ao etanol. Ja a menor
percentagem de oxidacao foi obtida com a imersao dos explantes em solugao de
alcool 70% por 2 min. e em 2% de NaOCI por 15 min., ndo diferindo estatisticamente
dos tratamentos 2, 3 e 4. Além da oxidagcdo, uma alta percentagem de explantes
também apresentava a presenca de bactérias e fungos ou a combinagdo dos

mesmos. A contaminagao por fungos e bactérias nao diferiu entre os tratamentos
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realizados, entretanto, no estagio inicial de cultivo, houve uma maior contaminagao

por fungos do que por bactérias.

Tabela 4 — Percentagens de contamigao por fungos e/ou bactérias, de oxidagéo e de sobrevivéncia,
em segmentos nodais de erva-mate, aos 15 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2007.

Alcool 70% + NaOCI (Tempo)  Fungos (%) Bactérias (%) Oxidacao (%) Sobrevivéncia (%)

T1: 2 min. + 15 min. 40,0 a* 30,0 a 15,0 a 35,0 ab
T2: 2 min. + 25 min. 47,5a 27,5a 225a 30,0b
T3: 2 min. + 35 min. 45,0a 22,5a 250a 30,0b
T4: 4 min. + 15 min. 40,0 a 27,5a 275a 30,0b
T5: 4 min. + 25 min. 40,0 a 27,5a 30,0b 42,5 a
T6: 4 min. + 35 min. 42,5 a 275a 52,5b 37,5 ab
Média 42,5 27,1 28,7 34,2
CV (%) 12,7 16,8 18,5 15,3

* Média seguidas de mesma letra nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Ha uma grande diferenga entre a contaminagdo de materiais provenientes de
plantas jovens e de plantas adultas (PANICK, 1995). Alguns autores, trabalhando
com segmentos nodais de plantas adultas de erva-mate em campo, né&o
conseguiram realizar o estabelecimento in vitro, enquanto que plantas advindas de
estacas e mantidas em condi¢cbdes de viveiro apresentaram menor contaminagao e
maior sobrevivéncia (REY e MROGINSKI, 1988; MROGINSKI et al., 1996). Zaniolo e
Zanette (2001), no cultivo in vitro de segmentos nodais de plantas de dois anos de
idade, obtiveram uma sobrevivéncia de 72,9%, utilizando 0,72% de NaOCI por 10
min. Santos e Wendling (2003), no estabelecimento in vitro de explantes de erva-
mate procedentes de enxertias, encontraram os melhores resultados com NaOCI a
1,5% por 30 min. e alcool 70% por 2 min. Enquanto que Horner et al. (2002)
verificaram que a utilizagdo de pré-tratamentos, com fungicidas e bactericidas, para
o estabelecimento de segmentos nodais de erva-mate provenientes de plantas
jovens, foi benéfica na redugcdo de contaminacdo in vitro, sem necessidade de

adiciona-los no meio de cultura.
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Outros estudos indicaram que as menores taxas de oxidagao de segmentos
nodais de erva-mate foram encontradas nos tratamentos com menores doses ou
periodos de exposicdo aos agentes desinfetantes (PAULA, 1992), e que a
transferéncia dos explantes para um novo meio de cultura ndo reduziu a
percentagem de oxidacdo em erva-mate (MROGINSKI et al., 1996). J& o meio de
cultura com Y2 de MS pode reduzir a oxidagao dos explantes pela baixa quantidade
de sais presentes (REY et al., 1991; MROGINSKI et al., 1999). A época do ano
também afeta a presenga de patdégenos nos explantes, com menores taxas de
contaminacdo nos meses de primavera, quando as plantas apresentam um maior
crescimento (PAULA, 1992). Por outro lado, quando utilizados explantes de plantas
que cresceram em condi¢gdes de baixa intensidade luminosa, a oxidacdo prematura
dos explantes pode ser reduzida (REY e MROGINSKI, 1988). Entretanto, o cultivo
sob diferentes intensidades luminosas nao influenciou o cultivo in vitro de segmentos
nodais de erva-mate (MROGINSKI et al., 1999). Outro fator que pode ser
considerado é o tamanho do explante, de maneira que a presenga de contaminantes
tem sido diretamente proporcional, e a oxidacdo inversamente proporcional a esta
variavel (BERNASCONI et al., 1996). Assim, o cultivo de segmentos nodais maiores,
pode minimizar a oxidagao, poréem com aumento da ocorréncia de contaminagcéo no
meio (BERNASCONI et al., 1996).

No estabelecimento da cultura de tecidos, dependendo do explante usado,
microorganismos superficiais e endofiticos podem ser levados para o cultivo
(CASSELLS, 1991), o que pode representar um problema, especialmente em
culturas anteriormente limpas, em estagios avangados de multiplicacéo
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Nesse trabalho, observou-se que nos
segmentos nodais de erva-mate que se estabeleceram, apds algum tempo,
apareceram bactérias na por¢cdo do explante em contato com o meio de cultura.
Esse problema ja foi relatado por outros autores, notando-se a presenga de bactéria
endogena em segmentos nodais de erva-mate depois de alguns subcultivos
sucessivos (SANTOS e WENDLING, 2003). Em geral, essas bactérias ndo sao
patogénicas, mas, competindo com o meio de cultura, comprometem a multiplicagao,
o crescimento e o enraizamento do explante (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
Assim, uma opcédo € o descarte desse material contaminado ou a utilizagdo de
tratamento curativo, com a adicdo de antibiéticos ao meio de cultura, ou ainda, a

aplicagdo de medidas preventivas durante a multiplicacdo, evitando-se a



Propagacéo in vitro e ex vitro de erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire — Aquifoliaceae) 31

manipulacdo de materiais contaminados e ndo contaminados ao mesmo tempo, por
exemplo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Entretanto, para algumas bactérias,
a utilizacao de antibidticos nos meios de cultura ndo promovem bons resultados para
especies florestais. Assim, uma outra linha de trabalhos futuros seria a utilizagao de
meristemas ou apices caulinares como fonte de explantes iniciais (GRATTAPLAGIA
e MACHADO, 1998).

Nesse trabalho, o cultivo de segmentos nodais de plantas de erva-mate, com
aproximadamente 10 anos de idade, apresentaram grande contaminag¢ao por fungos
e bactérias, além da oxidacdo de parte dos explantes. Assim, para se obter
explantes com boa condi¢gdo sanitaria, devem ser realizados alguns procedimentos
antes da sua introducéo in vitro, para diminuir o tempo de exposi¢gao aos agentes de
desinfestacdo nos explantes e, consequentemente, reduzir a oxidagdo. Além disso,
se faz necessaria a realizagdo de testes com outros agentes desinfestantes na
assepsia de segmentos nodais de erva-mate, bem como a utilizagcdo de outros

métodos, a exemplo do cultivo de meristemas e apices caulinares.

5.3.2 Teste de meio de cultura

O cultivo das plantulas nos diferentes meios de cultura, ndo apresentaram
diferencgas significativas quanto ao incremento do numero de folhas e da altura das
plantulas cultivadas in vitro (Tabela 5). Entretanto, Rey et al. (1991) menciona que
altas concentragdes de sais do meio MS podem afetar o crescimento in vitro de
especies florestais. Em outros trabalhos, o meio MS com 4 de sais foi 0 mais eficaz
para o estabelecimento de segmentos nodais de erva-mate in vitro (REY et al., 1991;
MROGINSKI et al., 1999). Zaniolo e Zanette (1999) encontraram que o meio WPM
foi equivalente ao meio MS completo na multiplicagdo de segmentos nodais dessa

especie.
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Tabela 5 — Incremento do numero de folhas e da altura de plantulas de erva-mate inoculadas em
diferentes meios de cultura, apoés 50 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2007.

Incremento
Meio de Cultura
Altura (cm) Namero de folhas
MS 0,41 a* 3,4a
Y4 MS 0,44 a 51a
WPM 0,50 a 3,5a
Média 0,45 4,0
CV (%) 17,6 19,2

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Nesse estudo, foi verificado que as plantulas de erva-mate podem ser
mantidas tanto em meio MS completo, como no meio MS com %42 da concentragao
dos sais e em meio WPM completo (Figura 3). Assim, selecionou-se o meio de
cultura %2 de MS, pela menor concentragbes de sais presentes e,
consequentemente, maior viabilidade econdmica, além da utilizagdo por outros
estudos com diferentes explantes para erva-mate (REY et al., 1991; MROGINSKI et
al., 1999). Esse meio pode, entdo, ser empregado tanto para a germinagao quanto
para o crescimento de plantulas de erva-mate produzidas a partir de embrides

zigoticos, sendo também utilizado para os demais experimentos desse trabalho.

MS 1/4AMS WPM

Figura 3 — Plantulas de erva-mate apés 50 dias de cultivo em diferentes meios de cultura. Santa
Maria, RS, 2007.
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5.3.3 Multiplicagao in vitro

A adicdo de BAP ao meio de cultura promoveu o aumento do numero de
brotos, de entrends e de folhas em plantas de erva-mate, além de um aumento no
comprimento dos brotos na dose de 2 mg L. Na auséncia de BAP, o nimero de
brotos/explante foi de 1,1, enquanto que na dose de 2 mg L™ foram observados 7,0
brotos/explante (Figura 4A). Quanto ao comprimento dos brotos, houve influéncia da
aplicacado de BAP, com aumento no comprimento a medida que se aumentou a dose
deste fitorregulador, chegando a 3,3 cm na dose de 2 mg L™ (Figura 4B). Os brotos
formados elongaram no meio contendo BAP (Figura 5), ndo sendo necessaria a
transferéncia para outro meio de cultura, o que elimina uma etapa do cultivo in vitro,
com consequente diminuicdo dos custos. Estes resultados corroboraram com os
obtidos por Majada et al. (2000), em estudo com llex aquifolium. O numero de
entrends também foi maior na dose de 2 mg L' de BAP, praticamente o dobro da
testemunha, com 2,1 e 4,1 entrends/broto respectivamente (Figura 4C) e, o numero
de folhas/explante foi maior em meio com fitorregulador, alcangando cerca de 14,5

folhas/explante na dose de 2 mg L™ (Figura 4D).
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Figura 4 — Paradmetros observados por plantula de erva-mate cultivada em meio com %2 de MS e
diferentes doses de BAP, aos 50 dias de cultivo: nimero de brotos (A); comprimento de
brotos (B); numero de entrends (C) e numero de folhas (D). Santa Maria, RS, 2007.
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Figura 5 — Aspecto da multiplicagédo in vitro de erva-mate apds sucessivos subcultivos em meio
nutritivo com % do MS, acrescido de 2 mg L™ de BAP. Santa Maria, RS, 2007.

Outros estudos apontaram que a utilizagdo de 2 mg L™ de BAP otimizou a
indugdo de brotos multiplos em segmentos nodais de erva-mate (PAULA, 1992,
ZANIOLO e ZANETTE, 1999). Sansberro et al. (1999) observou que segmentos
nodais de erva-mate, cultivados in vitro, produziram brotos mesmo quando
inoculados em meio sem fitorreguladores, sendo que o meio contendo 1,0 mg L™ de
BAP estimulou a formacédo de brotos multiplos, assim como de brotos com maior
comprimento. Ja Zaniolo e Zanette (2001) verificaram que com a adicdo de 2 mg L™
de BAP, durante trés subcultivos, foi possivel incrementar a taxa de brotos para
erva-mate. Na multiplicagcdo de |. aquifolium foi observada uma maior indugéo de
brotos em meios contendo BAP nas doses de 1,0 e 3,0 mg L (MAJADA et al.,
2000). Meios com carvao ativado e pequenas doses de BAP propiciam baixas taxas
de multiplicagdo de segmentos nodais de erva-mate oriundos de plantas jovens
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(PAULA, 1992), porém, a adi¢ao de altas doses desta citocinina no meio, diminuiu o
comprimento de brotos em I. aquifolium (MAJADA et al., 2000).

Nesse experimento, apds alguns subcultivos em meio 2 de MS, acrescido de
2 mg L' de BAP, observou-se a formacao de tufos de brotos nos explantes (Figura
5), demonstrando a grande capacidade de rebrota dessa espécie. Dessa forma, a
multiplicagdo in vitro de erva-mate pode ser realizada em meio de cultura com % do
meio MS adicionado de 2 mg L' de BAP. Essa mesma composicdo do meio de
cultura pode ser usada para a produgdo de tufos e elongagdo de brotos em
explantes de erva-mate. Além disso, a parte basal das plantulas fornecedoras de
explantes podem ser mantidas no mesmo meio de cultura, para novamente
fornecerem explantes, aumentando a taxa de multiplicacdo e, consequentemente, a
maior producdo de mudas de erva-mate, conforme verificado por Fick et al. (2007),
com louro-pardo (Cordia trichotoma). Contudo, doses mais elevadas de BAP devem

ser testadas para a determinacéo do ponto de maxima eficiéncia.
5.3.4 Enraizamento in vitro

No enraizamento in vitro, os explantes de erva-mate que permaneceram em
meio de cultura com % do MS, acrescido de 0, 1,0 e 1,5 mg L™ de AIB, por 15 dias,
nao diferiram quanto a percentagem de enraizamento, numero e comprimento de
raizes daqueles que permaneceram nas mesmas doses de AIB, por um periodo de
30 dias (Tabela 6). Os meios de cultura com a dose de 1,5 mg L™ de AIB, em ambos
os tempos de cultivo, resultaram nas maiores percentagens de enraizamento e
numero de raizes formadas. Além disso, os tratamentos com AIB promoveram uma
maior percentagem de calos, independente do tempo de permanéncia em meio de

cultura com essa auxina.
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Tabela 6 — Enraizamento, nimero de raizes, comprimento de raizes, altura, numero de folhas e
presenca de calos em brotos de erva-mate, submetidas a diferentes doses de AIB e
tempos de exposicdo de 15 e 30 dias em meios com AIB, avaliados aos 30 dias de
cultivo. Santa Maria, RS, 2007.

Dose de AIB Enraizamento (%) Numero de raizes Comp. de raizes (cm)
0,0mgL” 37,5 b** 26b 0,45¢
1,0mg L™ 43,7b 2,8b 0,76 bc
1,0mgL™" 50,0 b 3,2ab 0,98 bc
1,5mg L 87,5a 58a 1,40 ab
1,56mg L™ 87,5a 6,1a 1,90 a
Média 61,2 4,1 1,00
CV (%) 24,2 14,7 12,0
Dose de AIB Altura (cm) Numero de folhas Presenca de calo
0,0mg L 1,0 ab 56a 312 b
1,0mg L 0,8b 38a 750 a
1,0mg L™ 1,1 ab 43a 87,5 a
1,5mg L 1,7 a 4,6a 100,0 a
1,56mgL™" 1,4 ab 57a 93,7 a
Média 1,2 4,8 77,5
CV (%) 28,8 11,3 24,3

* Tratamentos que permaneceram em meio %2 de MS com fitorregulador por 15 dias e mais 15 dias
em meio Y4 de MS sem fitorregulador.

** Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Alguns estudos sugerem que, para o enraizamento de brotos de erva-mate,
duas fases sejam realizadas. A primeira de indugdo, em que o0s explantes
permaneceram em presencga de 1,5 ou 3,0 mg L" de AIB e, a segunda fase, de
crescimento das raizes sem a adicdo de auxina no meio (PAULA, 1992;
SANSBERRO et al., 1999; ZANIOLO e ZANETTE, 2001). O enraizamento em duas
fases pode aumentar o numero de raizes formadas quando comparado ao
enraizamento com uma unica fase (PAULA, 1992). Entretanto, nesse trabalho n&o
foram encontradas diferencas entre o cultivo em uma ou duas fases, sendo
observada diferenca apenas entre as doses de AIB utilizadas. Portanto, os
resultados indicam que o enraizamento de explantes de erva-mate originario de

plantas jovens, pode ser realizado em apenas uma fase, com presenga de AlB.
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No segundo experimento foi observado que a adicdao de AIB no meio de
cultura favoreceu o enraizamento de brotos de erva-mate in vitro, com maior
percentagem de brotos enraizados a medida que se aumentou a dose de
fitorregulador no meio (Figura 6A), sendo verificado o mesmo para o numero e o
comprimento de raizes (Figura 6B e 6C). No tratamento com 1,5 mg L™ de AIB foi
observada uma média de 87% dos brotos enraizados, com 5,8 raizes/broto e
comprimento de 1,1 cm, enquanto que na testemunha foram encontrados 37% de
brotos com raizes, com o numero e o comprimento de raizes de 2,6 raizes/broto e
0,45 cm respectivamente. Os explantes apresentaram uma média de 5,0
folhas/explante e uma altura média de 1,0 cm. A percentagem de calo na base dos

explantes foi maior no tratamento com 1,5 mg L™ de AIB (Figura 6D).
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Figura 6 — Par&metros observados em brotos de erva-mate colocados para enraizar em meio com V4
de MS, acrescido de diferentes doses de AIB (0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L'1), aos 30 dias de
cultivo; percentagem de enraizamento (A); nimero de raizes (B); comprimento de raizes
de raizes (C); percentagem de explantes com calo (D). Santa Maria, RS, 2007.

Tendo em vista nao ter ocorrido um ponto de maxima eficiéncia para as doses

de AIB utilizadas no experimento anterior, realizou-se outro estudo com doses mais
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elevadas. Foi observado que as doses de AIB de 0; 1,5; 3,0 € 6,0 mg L' afetaram o
enraizamento, 0 numero e o comprimento de raizes e a percentagem de calos
formados, aos 30 dias de cultivo. Assim, meios com maiores doses de AIB
promoveram um aumento da percentagem de enraizamento dos brotos de erva-
mate, com 93% dos explantes enraizados no meio com 6 mg L™ de AIB (Figura 7A).
Porém, doses muito elevadas desse fitorregulador ocasionaram uma maior
percentagem de calos (Figura 7B) e afetaram o vigor vegetativo da planta,
dminuindo o numero e o comprimento médio das raizes quando utilizada a dose de
6 mg L™ de AIB, com 4,8 raizes/explante e 0,8 cm, respectivamente (Figura 7C e
7D). Portanto, o enraizamento de explantes de erva-mate deve ser realizado em
meio de cultura com % do MS acrescido de até 3 mg L™ de AIB, pois doses mais
elevadas desse fitorregulador demonstram ter efeitos negativos nas plantas de erva-
mate (Figura 8). Quanto ao numero médio de folhas, foram observadas cerca de 5,0

folhas/explante e uma altura média de 1,2 cm/explante, em todos os tratamentos.
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Figura 7 — Parametros observados em brotos de erva-mate colocados para enraizar em meio % do
MS com diferentes doses de AIB (0; 1,5; 3,0 e 6,0 mg L‘1), aos 30 dias de cultivo:
percentagem de enraizamento (A), numero de raizes (B); comprimento de raizes (C);
percentagem de explantes com calo (D). Santa Maria, RS, 2007.
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Figura 8 — Enraizamento in vitro de brotos de erva-mate: raizes formadas em brotos cultivados 15
dias em meio com 1,5 mg L™ de AIB (A 1); raizes formadas em brotos cultivados por 30
dias em meio com 1,5 mg L' de AIB (A 11); aspecto do enraizamento de erva-mate em
meio de cultura % do MS, acrescido de diferentes doses de AIB (0, 0,5, 1,0e 1,5mg L")
(B), aos 30 dias de cultivo; enraizamento de brotos inoculados em meios com diferentes
doses de AIB (0; 0,5,1,0e 1,5 mg L'1), aos 45 dias de cultivo (C); enraizamento de brotos
inoculados em meio de cultura com %2 do MS, acrescido de diferentes doses de AIB (0;
1,5; 3,0 € 6,0 mg L"), aos 45 dias de cultivo (D). Santa Maria, RS, 2007. Barra = 1 cm.

Para algumas espécies, o enraizamento in vitro & favorecido com a
diminuicdo da dose de sais do meio MS (ERIG et al., 2004). Assim, a maioria dos
trabalhos com erva-mate, utilizam um meio com concentracdo mais reduzida de sais.
Rey e Mroginski (1998) observaram a formacédo de raizes em 50% dos brotos
inoculados em 100 mg L de ANA durante 4 horas. Mroginski et al. (1999)
verificaram a indugdo de raizes em brotos oriundos de segmentos nodais de
matrizes adultas de erva-mate em meio com % de MS, quando utilizadas as doses
de 0,1 e 1,0 mg L' de ANA, porém, em baixa freqiiéncia e com poucas raizes por
explante. O enraizamento de brotos obtidos de segmentos nodais de erva-mate foi
possivel em meio contendo 1 mg L™ de AIB (Mroginski et al., 2000). Sansberro et al.
(2000), em estudo de enraizamento de brotos de erva-mate utilizando as doses de 1

a 1,5 mg L' de AIB, observaram a formagdo de raizes em 50% dos explantes
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oriundos de mudas jovens e, em segmentos provenientes de matrizes adultas, em
apenas 25%. Muitas vezes, quando se utilizam altas doses de AIB, ocorre um efeito
negativo na formagdo e no desenvolvimento das raizes (MANTOVANI, 1997).
Segundo esse autor, em enraizamento de caixeta (Didymopanax morototoni), houve
a formagao de raizes em 45% dos brotos quando utilizado AIB na dose de 1,0
mg L, entretanto, com o aumento da dose para 1,5 mg L™, verificou-se a diminuicdo
da percentagem de brotos enraizados. Paula (1999) observou que a dose de 3 mg
L™ de AIB em meio com % do WPM propiciou a formagao de raizes em 86,2% dos
brotos de erva-mate provenientes de segmentos nodais, verificando também que
doses mais elevadas deste fitorregulador reduziram o enraizamento.

Sansberro et al. (1999) observaram que altas doses de auxina podem
estimular a formacdo de calos em explantes de erva-mate, o que também foi
observado neste trabalho. Assim, doses elevadas de AIB n&o sao vantajosas para o
enraizamento, pois ha uma maior formagao de calos, podendo provocar um menor
comprimento e numero de raizes. A formacdo de calo na base dos explantes
geralmente € indesejavel, em consequéncia dos calos prejudicarem a conexao
vascular da planta (FACHINELLO et al., 1995). Plantas de I. aquifolium enraizadas in
vitro, com altas percentagens de calo basal, apresentam um decréscimo na
sobrevivéncia e pouca qualidade quando transplantadas para aclimatizagao
(MAJADA et al., 2000).

O enraizamento in vitro pode ser vantajoso para aumentar a sobrevivéncia na
aclimatizacao de algumas espécies. Contudo, para I. aquifolium foi possivel eliminar
a fase de enraizamento in vitro, transferindo as plantas elongadas diretamente para
condigdes ex vitro (MAJADA et al., 2000). Além disso, plantas enraizadas ex vitro
apresentam menor crescimento de calo na base, além do numero e comprimento de
raizes serem maiores quando comparado com plantas in vitro. Porém, mesmo raizes
originadas in vitro e que persistem durante a aclimatizagdo, continuaram a crescer
em brotos de |. aquifolium, demonstrando que ndo sdo totalmente infuncionais e

beneficiando o processo de aclimatizagao desta espécie (MAJADA et al., 2000).

5.3.5 Aclimatizagao

Aos 30 dias de cultivo, as plantas de erva-mate colocadas para aclimatizar

apresentaram um bom crescimento em todos os substratos avaliados, com formacéao



Propagacéo in vitro e ex vitro de erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire — Aquifoliaceae) 41

de novos brotos e folhas (Figura 9). Os substratos que apresentaram os melhores
resultados de sobrevivéncia foram a areia e a casca de coco em comparagao com a

vermiculita (Tabela 7).

e coco Vvermiculita

Figura 9 — Aclimatizagéo de plantas de erva-mate em areia, casca de coco e vermiculita, aos 30 dias.
Santa Maria, RS, 2007.

Tabela 7 — Sobrevivéncia de plantas de erva-mate na aclimatizagéo, utilizando diferentes tipos de
substratos, aos 30 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2007.

Substrato Sobrevivéncia (%)
Areia 90,0 a*
Casca de coco 90,0 a
Vermiculita 650b
Média 81,7
CV (%) 13,5

*Valores seguidos de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

As condicdes encontradas in vitro sao consideravelmente diferentes das
encontradas em casa de vegetacdo e no campo, onde a umidade relativa é menor,
0s niveis de luminosidade sao maiores e o ambiente ndo & asséptico, o que

promove um alto grau de estresse nas plantas micropropagadas (PREECE e
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SUTTER, 1991; HAZARIKA, 2003). Devido ao estresse, muitas plantas
micropropagadas nao sobrevivem quando transferidas para condigdes ex vitro
(PREECE e SUTTER, 1991).

Plantas de erva-mate, provenientes da regeneracdo de segmentos nodais de
plantas jovens, foram aclimatizadas com taxas de sobrevivéncia de 60 a 70%
(SANSBERRO et al., 1999; SANSBERRO et al., 2000). Contudo, Mroginski et al.
(1999) observou dificuldade no enraizamento in vitro para o mesmo tipo de material
proveniente de plantas adultas, com mortalidade das plantas quando transferidas
para aclimatizagdo. Em |I. aquifolium foi obtido 80% de sobrevivéncia na
aclimatizacao (MAJADA et al., 2000). Durante a aclimatizagcdo do cafeeiro (Coffea
arabica), o enraizamento in vitro favoreceu o crescimento ex vitro (CARVALHO et al.,
1999). Nesse experimento foram utilizadas plantas enraizadas in vitro, 0 que pode
ter aumentado a taxa de sobrevivéncia.

Quanto ao substrato utilizado na aclimatizagdo de plantas, esse deve ser livre
de patégenos. Quando a desinfestagdo n&do é possivel, € importante a utilizagdo de
substratos comerciais, os quais apresentam um melhor controle da contaminacao.
Em mudas de marmeleiro (Cydonia oblonga), quando utilizado solo na
aclimatizagao, ocorreu a morte total das mudas pela podridao no colo (ERIG et al.,
2004). Assim, a utilizagado de vermiculita, que é um substrato mineral praticamente
inerte (ALFENAS et al., 2004), casca de coco e areia, permite um maior controle
sobre a incidéncia de patégenos. A casca de coco aumenta a capacidade de
retencdo de agua do substrato (ALFENAS et al., 2004), além de ser um material
reutilizado (CARRIJO et al., 2002).

Nesse trabalho, a sobrevivéncia das plantas de erva-mate durante a
aclimatizacado foi maior nos substratos casca de coco e areia. A vermiculita foi o
substrato menor eficiéncia para a aclimatizacdo das plantas de erva-mate, sendo o
mesmo verificado por Hoffmann et al. (2001), estudando a aclimatizagcdo de plantas
micropropagadas do porta-enxerto de macieira ‘marubakaido’. Diante disso,
trabalhos futuros podem abordar outras combinagdes de substratos, além da
necessidade da fase de enraizamento in vitro para a sobrevivéncia de plantas de

erva-mate micropropagadas.
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5.4 Conclusdes

- Segmentos nodais de brotacbes de ano de erva-mate apresentam a maior
sobrevivéncia quando desinfestadas com alcool 70% por 4 min. e em NaOCI 2% por
25 min.

- O meio com 4 dos sais do MS pode ser utilizado como o meio de cultura base para

o cultivo in vitro de plantas de erva-mate.

- A adigdo de 2 mg L' de BAP ao meio de cultura aumenta o nimero de brotos

adventicios.

- O enraizamento in vitro de erva-mate pode ser realizado em apenas uma fase, por
30 dias, desde seja realizada a adicéo de até 3 mg L™ de AIB ao meio com ¥ dos
sais do MS.

- Plantas de erva-mate produzidas in vitro podem ser aclimatizadas nos substratos

casca de coco ou areia, em ambiente com temperatura e luminosidade controlada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O enraizamento de estacas de erva-mate € uma alternativa viavel para a
producdo de mudas de qualidade comprovada. No enraizamento de estacas de
plantas adultas de erva-mate é possivel trabalhar com estacas de menores
comprimentos, sem que ocorra a reducdo da capacidade de enraizamento, com
otimizacao da formacéao de raizes quando as estacas sao tratadas com AIB. Dessa
forma, outros estudos devem ser conduzidos para verificar a capacidade de
enraizamento dessa espécie com o rejuvenescimento, por meio de estaquias
sucessivas e/ou enxertias, e a necessidade de usar fitorreguladores apods estes
processos.

Para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de erva-mate o NaOCl e
0 alcool 70% nao eliminaram completamente a contaminacéo, especialmente por
bactérias endogenas. Dessa forma, € conveniente testar outras substéncias e
praticas para a desinfestagao de material adulto de erva-mate, além da utilizacédo de
pré-tratamentos e de tecidos rejuvenescidos.

A micropropagacdo de plantas juvenis de erva-mate utilizando BAP foi
eficiente, com a obtencao de tufos de brotos. Os explantes obtidos enraizaram em
meio de cultura com a presenca de AIB e foram transplantados com sucesso. Os
bons resultados obtidos na micropropagagcdao demonstram a possibilidade de
utilizacado desta técnica para a producdo de mudas de erva-mate em larga escala,
em qualquer época do ano, sem a necessidade de tratamentos para quebra de

dorméncia das sementes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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