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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacédo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

PROPAGACAO VEGETATIVA DE ERVA-MATE
(llex paraguariensis Saint Hilaire — Aquifoliaceae)

AUTORA: Kenia Michele de Quadros
ORIENTADOR: Dilson Antbnio Bisognin
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 05 de Marco de 2009

A erva-mate (llex paraguariensis) assume uma importancia ambiental e
socioeconémica para a regido sul do Brasil, porém carece de tecnologias de
propagacao vegetativa necessarias para o aumento da producao e da qualidade. O
presente estudo teve por objetivos analisar a propagacao via estaquia de material
adulto e estabelecer a aclimatizacdo ex vitro e o enraizamento de microestacas
originadas de cultivo de embrides de erva-mate. Para a estaquia, analisaram-se o
efeito do nivel de sombreamento da planta matriz, a origem e o tamanho da estaca,
avaliando o potencial de propagacao vegetativa. As estacas foram coletadas de
plantas matrizes de dois niveis de sombreamento (crescimento a pleno sol e
sombreado), de duas origens (seminal e propagada vegetativamente) e de dois tipos
(estaca convencional e de gema unica). Os parametros utilizados para avaliar as
estacas foram a porcentagem de estacas vivas e mortas, de estacas inalteradas,
emissao e comprimento de brotos, formagao de calos, enraizamento, permanéncia
das folhas primarias, numero e comprimento de raizes e nimero e comprimento de
folhas dos brotos. Na aclimatizagdo e enraizamento ex vitro de erva-mate foram
testadas cinco concentracdes de &cido indol butirico (AIB) (0, 250, 500, 1.000 e
2.000 ppm), e cinco tipos de substratos (vermiculita, areia, casca de arroz
carbonizada, substrato comercial a base de casca de pinus e casca de coco),
visando o enraizamento de microestacas. As microestacas foram avaliadas quanto a
porcentagem de estacas inalteradas, de formacao de calos, de enraizamento e de
mortalidade, numero de raizes, comprimento de raizes, tamanho total da
microestaca, biomassa radicular e nimero de folhas dos brotos. Estaca coletada de
planta matriz em pleno sol apresentou maiores porcentagens de estacas inalteradas.
A presenga de calo, das folhas primarias e a emissdo de brotos afetaram o
enraizamento. Estacas coletadas de matrizes propagadas vegetativamente
apresentam maior taxa de enraizamento e comprimento de raizes. Na
microestaquia, a concentracdo de 1.000 ppm de AIB foi eficiente para o
enraizamento e crescimento de microestacas na aclimatizacdo. Microestacas de
erva-mate podem ser aclimatizadas e enraizadas ex vitro em substrato de casca de
arroz carbonizada e em substrato comercial a base de casca de pinus.

Palavras-chave: estaquia, microestaquia, aclimatizacdo, enraizamento ex Vvitro,
espécie nativa.
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Erva-mate (llex paraguariensis) has an economical and environmental
importance to the southern area of Brazil. However, there is no enough technologies
of vegetative propagation, which are important to improve yield and quality. This
study had as objectives to evaluate the propagation of erva-mate trees trough
cuttings and to establish an ex vitro acclimatization and micro-cutting rooting
protocols from embryo cultures. Vegetative propagation potential was evaluated
considering shading intensity of the stock plant and origin and size of the cuttings.
Cuttings were grabbed from stock plants growing under light or shade conditions and
prepared in two types (one-bud and regular types). The evaluations were the
percentage of lived and died cuttings, cuttings unchanged, shoot and callus growth,
shoot length, rooting, leaf survival, number and length of roots and number and
length of leaves in new shoots. For acclimatization and ex vitro rooting were
evaluated five concentrations of indol butyric acid (IBA) (0; 250; 500; 1,000 and 2,000
ppm) and five substrates (vermiculite, sand, carbonized rice hull, commercial
substrate of pinus bark, and coconut bark). The evaluations were the percentage of
cuttings unchanged, callus formation, rooting and mortality, number and length of
roots, micro-cutting length, fresh weight of roots, and number of leaves in new
shoots. The highest cutting unchanged was gotten with cuttings from plants growing
in light. Callus formation, presence of leaves and new shoot growth affected rooting.
Cuttings collected from vegetative propagated plants showed higher percentage of
rooting and root length. The highest rooting percentage and micro-cutting growth
were found with 1,000 ppm of IBA during acclimatization period. Acclimatization and
ex vitro rooting of erva-mate micro-cuttings can be done in the substrate of
carbonized rice hull and commercial substrate of pinus bark.

Key words: cuttings, micro-cuttings, acclimatization, ex vitro rooting, native species.
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1 INTRODUCAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire) € uma espécie arbdrea nativa
do sul do Brasil e se caracteriza por ser uma importante fonte de renda em varios
paises da América do Sul, como no Paraguai, Argentina e Brasil (SANSBERRO et
al., 2000). Tradicionalmente, compde um dos sistemas agroflorestais, assumindo
importancia ambiental e socioecondmica, além de ter sido, por um longo periodo, um
dos primeiros produtos das exportacdes brasileiras (PASINATO, 2004). Em 2006, a
producdo de erva-mate nativa destacou-se em funcdo da magnitude (233.360
toneladas) e do valor de producdo (R$ 86,9 milhdes), sendo que a regido sul
concentrou 99,8% desta producao (IBGE, 2006).

Nas ultimas décadas, tém-se observado um crescimento e uma
diversificacao na linha de produtos derivados de erva-mate; contudo, os avangos no
desenvolvimento tecnoldégico e no controle de qualidade nao tém sido suficientes
para atender as atuais exigéncias do consumidor (DONADUZZI et al., 2003). A
exploragdo da erva-mate baseia-se no extrativismo, sendo que a maior parte do
mate produzido provém de ervais nativos ou de plantas cultivadas originadas de
sementes, acarretando uma alta heterogeneidade dos plantios que dificulta o
estabelecimento de padrées de manejo da cultura e de processamento do produto
(WENDLING, 2004).

Este cenario tem gerado maior procura, por parte dos produtores, de
tecnologias para o aumento da produtividade dos ervais nativos e, especialmente,
para o estabelecimento de novos ervais, pelo aumento da area cultivada e/ou pelo
adensamento de ervais nativos (TAVARES et al., 1992). O plantio de novos ervais
tem sido feito com mudas originadas de sementes, sendo que essa propagacao
apresenta uma série de entraves, como a baixa qualidade genética e fisioldégica das
sementes; dorméncia por imaturidade embrionaria, sendo o periodo excessivamente
longo destinado a estratificacdo e producdo das mudas; baixo poder germinativo,
desuniforme e em baixo percentual, o que resulta em uma alta heterogeneidade dos
plantios. Todos esses fatores contribuem para elevar o custo de producéo e limitar o
melhoramento genético da espécie (WENDLING, 2004).
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A propagacgao vegetativa apresenta-se como uma excelente alternativa na
busca de avancgos para a producédo de mudas (GRACA et al., 1990), destacando-se
como uma importante ferramenta para a multiplicacao de plantas selecionadas e
para o resgate de material adulto. Dentre os métodos de propagacao vegetativa
mais pesquisados, destacam-se a estaquia, a enxertia e a cultura de tecidos.
Entretanto, a propagacéao vegetativa de espécies florestais, muitas vezes, apresenta
alguns problemas, como a dificuldade de enraizamento de materiais adultos e o
baixo vigor das mudas produzidas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Diante da baixa qualidade genética e da alta heterogeneidade dos plantios
estabelecidos por mudas produzidas a partir de sementes e das dificuldades de
propagar assexuadamente plantas adultas, faz-se necessario o desenvolvimento de
tecnologias para a propagacao clonal e massal de plantas selecionadas de erva-

mate.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo geral foi desenvolver tecnologias para a propagacao vegetativa de

erva-mate, utilizando diferentes métodos de clonagem.

2.2 Especificos

i) Propagar via estaquia, plantas matrizes adultas de erva-mate de diferentes niveis
de sombreamento (sombreado e a pleno sol) diferentes origens (seminal e
propagada vegetativamente) e diferentes tipos (estaca convencional e de gema

unica).

ii) Estabelecer a aclimatizagdo e o enraizamento ex vitro de microestacas de erva-
mate originadas de cultivos de embrides, avaliando concentracdes de AlB e tipos de
substratos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Descricao da espécie

A erva-mate é caracteristica da Floresta Ombréfila Mista Montana (Floresta
com Araucaria), sempre em associacées evoluidas com o pinheiro-do-parana
(Araucaria angustifolia (Bertol.)Kuntze) e também na Floresta Estacional
Semidecidual no noroeste do Parana e no sul do Mato Grosso do Sul (CARVALHO,
2003). A regido de distribuicao natural da erva-mate esta situada entre os paralelos
18° e 26° de latitude, e a area de difusdo natural se encontra entre os paralelos 12°
e 32°de latitude sul (ARANDA, 1986).

A espécie ocorre naturalmente em solos de baixa fertilidade e devem ser
evitados plantios dessa espécie em solos imidos e ndo permeéaveis. E recomendada
para a arborizacdo e para a jardinagem devido ao seu porte, para a recuperacao de
ecossistemas degradados e para a restauracdo de mata ciliar em locais de
inundagéo (CARVALHO, 2003).

Os principais produtos da erva-mate consumidos sdo produtos com pouco
processamento e produtos que utilizam extratos, como mate soluvel e refrigerante
(CARVALHO, 2003). Assim, a espécie oferece grande potencial para muitas
aplicagdes industriais, como corante, conservante de alimentos, produtos de higiene
e cosmeticos (MACCARI JUNIOR; MAZUCHOWSKI, 2000). Portanto, € uma espécie
que apresenta grande importancia econémica, social e ecolégica em toda a regiao
sul do Brasil (DONADUZZ| et al., 2003).

A erva-mate € uma planta dibdica, pertencente a familia Aquifoliaceae,
variando de arvoreta a arvore perenifélia, podendo atingir até 30 m de altura na
idade adulta. A floracdo ocorre de setembro a dezembro, dependendo da regido, e
os frutos amadurecem de dezembro a margo. As flores sédo diclinas, sendo que um
dos sexos é abortado, o que faz com que haja individuos com flores pistiladas e
outros com flores estaminadas. Portanto, a erva-mate € uma espécie de fecundacéao
cruzada. A reproducdo sexual inicia normalmente aos cinco anos de idade, em
arvores provenientes de sementes, e aos dois anos de idade em plantios de mudas
oriundas propagadas vegetativamente (CARVALHO, 2003).
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As sementes apresentam dorméncia pela dureza do tegumento. Além disso, o
embrido é rudimentar e permanece em estagio de coracdo, mesmo quando os frutos
estdo maduros (HU, 1975). A germinacao sé € possivel apds a estratificacao, que
consiste em armazenar as sementes em camadas de areia Umida por um periodo de
aproximadamente 120 dias (BACKES; IRGANG, 2002). Para melhor aproveitamento
das sementes, estas devem ser estratificadas ou semeadas diretamente, no menor
prazo possivel apdés a coleta, sem a necessidade de outros tratamentos
(MEDRADO, 2000).

3.2 Propagacao por semente

A baixa germinacdo das sementes de erva-mate, que pode variar de 5% a
20% (STURION, 1988), aliada a baixa qualidade genética e fisiolégica (STURION,
1988; FOWLER; STURION, 2000; CARVALHO, 2003) e a dorméncia, dificultam a
producdo de mudas por sementes. Além disso, mudas de sementes resultam em
plantios heterogéneos, tendo como consequéncia baixa qualidade da producao
(FOWLER; STURION, 2000). A variabilidade genética da erva-mate é muito
importante, pois facilita a adaptagdo da espécie a diferentes condicbes ambientais,
mas dificulta o manejo do cultivo (SAND, 1989). Esses problemas podem ser
minimizados pela obtencdo de mudas por propagacao vegetativa de individuos
geneticamente superiores (WENDLING, 2004).

3.3 Propagacao vegetativa

A propagacao vegetativa apresenta como principal vantagem a possibilidade
de ganhos genéticos maiores do que na reproducdo via semente (GRACA et al.,
1990). Os plantios de mudas produzidas via propagacao vegetativa apresentam
grande uniformidade, quando as condi¢des de solo e clima sdo semelhantes as da
origem do material genético selecionado, possibilitando maiores produtividades e

uniformidade de crescimento, além de uma série de caracteristicas desejaveis, como
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resisténcia a pragas e doencgas, melhor aproveitamento de recursos hidricos e
nutricionais do solo, entre outros (ELDRIGE et al., 1994).

Um programa de melhoramento que utilize a propagacao vegetativa permite a
producdo de mudas durante o ano todo, a partir de plantas matrizes mantidas em
viveiro, e a utilizacdo das variancias aditiva e nao aditiva para maximizar o ganho de
selegcdo (ASSIS, 1986; ELDRIGE et al., 1994). Essa técnica tem sido foco de
inOmeras pesquisas realizadas em varias areas do conhecimento. Entretanto, até o
presente momento, ndo existem protocolos desenvolvidos que possam ser aplicados
comercialmente para a propagacao assexuada da erva-mate (WENDLING et al.,
2005).

A propagagdo vegetativa ou clonagem consiste em multiplicar
assexuadamente partes das plantas (células, tecidos, érgdos ou propagulos), de
modo a gerar individuos geneticamente idénticos a planta matriz (FERRARI et al.,
2004b). Baseia-se na capacidade que certas estruturas vegetativas possuem de
formar um novo individuo completo (WENDLING et al., 2005). Um clone se define
como um material geneticamente uniforme derivado de apenas um individuo e
propagado exclusivamente por meios vegetativos (HARTMANN et al., 2002). Todas
as caracteristicas da planta-matriz sdo transferidas para a nova planta, no entanto,
fatores ambientais, tipo de solo e ataque de enfermidades podem modificar a
morfologia da planta, flores e frutos produzidos.

Existem varios métodos para a clonagem de plantas, dentre os quais se
destacam a estaquia, a miniestaquia, a microestaquia, a mergulhia, a enxertia e a
micropropagacdo. A escolha do método varia de acordo com o objetivo, a espécie
envolvida, a época do ano, a habilidade do executor, o tipo e a quantidade de
material disponivel, as condicdes ambientais, a disponibilidade de recursos fisicos,
financeiros e humanos, dentre outros (WENDLING et al., 2005).

3.3.1 Estaquia

A grande vantagem da estaquia é o ganho genético obtido em um curto

periodo, com a implantacdo de povoamentos a partir de individuos selecionados.
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Para a erva-mate, essa técnica podera melhorar a qualidade dos povoamentos e,
principalmente, reduzir o tempo para a producao de mudas (HIGA, 1983).

A estaquia apresenta algumas vantagens em relagdo a outros métodos, como
a rapidez, a simplicidade (ndo necessita técnicas especiais), 0 baixo custo, nao
ocasiona incompatibilidade, proporciona maior uniformidade e possibilita maior
namero de plantas por matriz (HIGA, 1983). Como a técnica de estaquia proporciona
homogeneidade dos gendtipos, o manejo é facilitado por meio do entendimento da
competicdo, além de permitir a definicAdo de parametros genéticos e estudos
nutricionais e fenologicos da espécie (FERRARI et al., 2004b).

Os protocolos de estaquia desenvolvidos para a propagacao de erva-mate
tém apresentado uma série de limitacdes para o uso em escala comercial. Dentre os
principais problemas, destacam-se os métodos de rejuvenescimento de material
adulto (WENDLING, 2004) e a obtencao de brotos vidveis e com boa capacidade de
enraizamento e crescimento da nova planta no campo (FERRARI et al., 2004b).

O rejuvenescimento pode ser considerado uma forma de reverter as plantas
do estadio maduro para o juvenil (HACKETT; MURRAY, 1993) e essa caracteristica
reflete na capacidade de enraizamento da estaca, a qual aumenta do 4pice para a
base da planta matriz (ALFENAS et al., 2004). Devido a sua posi¢ao na arvore, 0S
brotos epicérmicos sdo mais propensos ao enraizamento que os brotos basais de
cepas, que se encontram fisiologicamente maduros e conservam menor juvenilidade
(ALFENAS et al.,, 2004). Quanto mais adulta for a planta matriz, menor € a
capacidade de enraizamento e menor é o crescimento da muda no campo
(FERRARI et al., 2004b).

O conhecimento dos fatores que afetam a regeneracao e, conseqgientemente,
a formacao de raizes sao importantes para a explicacao da dificuldade ou facilidade
de enraizamento de estacas de uma espécie. O adequado manejo desses fatores
pode proporcionar maiores chances de sucesso na producao de mudas por estaquia
(PICHETH, 1997).

A selecado de material para estacas, levando-se em conta a nutricdo e a idade
da planta matriz, o tipo de material e a época do ano de producédo das estacas, a
manutencdo de gemas e folhas e as condi¢ées ambientais durante o enraizamento,
como umidade, temperatura, luz, meio para o0 enraizamento e 0 uso de
fitoreguladores, implica a regeneragdo dessas estacas e a formagdo de raizes
(HARTMANN et al., 2002).
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A disponibilidade hidrica exerce grande influéncia no enraizamento devido a
alta sensibilidade das estacas a desidratacdo, até que ocorra a iniciagdo de raizes
para a absorcao de agua e nutrientes (CASO; DOTTA, 1997; SCHMIDT, 1993). O
substrato também pode influir no enraizamento e na qualidade do sistema radicular
em estacas de espécies de plantas que apresentam dificuldades de propagacao
(PAIVA; GOMES, 1995).

A formacao de raizes em estacas & um processo anatdmico e fisioldgico
complexo, associado a desdiferenciacdo e ao redirecionamento do desenvolvimento
de células vegetais totipotentes para a formacao de meristemas, que darao origem a
raizes adventicias (ALFENAS et al., 2004). As raizes formadas numa estaca sao
denominadas de adventicias, pois ndao se originam de embrides (FACHINELO et al.,
1994). Sendo assim, a origem da maioria das raizes em estacas caulinares esta
num grupo de células que podem se tornar meristematicas e se encontram
localizadas entre os feixes vasculares. Esses pequenos grupos de células, os
iniciadores radiculares, continuam dividindo-se, formando grupos de muitas células
pequenas, as quais se convertem em novos primordios radiculares, dando origem as
raizes adventicias. Em caules jovens, os iniciadores de raizes se originam no lado
exterior do sistema radicular, mas em caules mais velhos sua origem é mais
profunda, perto do cambio vascular.

Mesmo em condicdes propicias para o enraizamento, € comum a formacao
de calo na base da estaca, que é uma massa irregular de células de parénquima em
varios estados de lignificacdo. O calo se origina a partir de células da regiao do
cambio vascular e, com frequéncia, as primeiras raizes aparecem através deste
calo, levando a crer que a formacao deste é essencial para o enraizamento. No
entanto, a formacédo do calo e a formacédo da raiz sdo processos independentes
entre si, embora ocorram simultaneamente, pois o crescimento de ambos depende
de condicdes internas e ambientais similares. A producao de calo pode ser benéfica
em plantas que enraizam lentamente, pois proporciona uma capa protetora que
retarda o aparecimento de podridao, embora o crescimento de calo as vezes possa
interferir na absorcao de agua pela estaca (HARTMANN et al., 2002).

A iniciacdo de raizes em estacas é afetada por varios tipos de fitohormdnios,
como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, e inibidores, como o acido abcisico e
compostos fendlicos. As auxinas possuem maior efeito na rizogénese de estacas,

pois sdo essenciais para a iniciacdo de raizes adventicias e desempenham um
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importante papel no estimulo a divisdo celular. Uma alta relagdo auxina/citocinina
geralmente favorece a formacao de raizes, enquanto o contrario facilita a formacéao
de ramos (HARTMANN et al., 1997). Para o enraizamento de estacas de erva-mate,
o tratamento basal com AIB tem sido necessario. Utilizando concentracées de 5.000
e 8.000 mg L' de AIB, foram obtidos 62% e 47% de enraizamento em estacas de
brotagdes do ano de arvores adultas e de mudas, respectivamente, enquanto que
estacas sem o tratamento de AIB nao enraizaram (GRACA et al., 1988).

A relacao de carboidratos e nitrogénio na planta matriz tem grande influéncia
na diferenciacdo de raizes adventicias. Em geral, alto teor de carboidratos favorece
o enraizamento (HIGA, 1983). A importancia dos carboidratos deve-se ao fato de a
auxina requerer uma fonte de carbono para a biossintese dos acidos nucléicos e
proteinas, precisando de energia e carbono para a formacgao de raizes (FACHINELO
et al., 1994). Além disso, a presenca de folhas nas estacas é um estimulo ao

enraizamento, pela producao de assimilados (HIGA, 1983).

3.3.2 Enxertia

O enxerto é sempre representado por uma parte da planta que se pretende
multiplicar, ao passo que o porta-enxerto é que recebe o enxerto e, geralmente, é
uma planta jovem, com boa taxa de crescimento, proveniente de sementes ou de
estacas, bastante rustica e resistente a pragas e doencas. Esse conjunto, através da
regeneracao de tecidos, passa a formar uma Unica e nova planta (WENDLING et al.,
2005). Esta técnica é utilizada principalmente em espécies de dificil enraizamento
(KALIL FILHO et al., 2001).

A enxertia ndo induz ao rejuvenescimento e, dessa maneira, mantém as
mudas produzidas com a mesma idade fisioldgica da planta matriz, inclusive com o
estimulo para o florescimento (ALFENAS et al., 2004). O rejuvenescimento somente
€ obtido através de enxertia seriada, cujo grau depende do numero de vezes que
essa operagdao é repetida e da espécie envolvida (HUANG et al., 1990). As
desvantagens sao o alto risco de rejei¢ao, a dificuldade de pegamento de algumas
espécies, a possibilidade de transmissao de doencgas e a diminuicado do tempo de
vida das plantas (WENDLING et al., 2005).
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3.3.3 Micropropagacao

A micropropagacao é uma técnica que oferece excelentes possibilidades para
a propagacao comercial de plantas, como também pode auxiliar em programas de
melhoramento. A técnica de clonagem comercial possibilita a obtencdo de grande
namero de plantas a partir de poucas matrizes em curto espago de tempo e em
reduzida area de laboratério (PAIVA; GOMES, 1995).

A introducdo dos propagulos in vitro é sempre uma etapa complexa da
micropropagacado, devido aos altos niveis de contaminacdo por patdégenos
endogenos, dificeis de serem eliminados. Tanto bactericidas quanto fungicidas
podem ser utilizados na preparacao dos propagulos para a introducao in vitro.
Também € necessario fornecer niveis adequados de nutrientes para melhorar a
reatividade dos explantes e otimizar o crescimento (ALFENAS et al., 2004).

A micropropagacao pode ser dividida em cinco etapas (WENDLING et al.,
2005): Etapa 0 - condicionamento das plantas matrizes - relaciona aspectos ligados
a condicao fisioldgica, ao ambiente onde se encontra e a condi¢cdes de sanidade. De
maneira geral, as matrizes vigorosas, sadias, isentas de qualquer tipo de estresse e
em pleno crescimento sdo aquelas que fornecem os melhores explantes, sendo a
nutricdo das plantas matrizes um fator chave para o sucesso no estabelecimento
das culturas in vitro. Etapa | - estabelecimento in vitro dos explantes - neste estadio,
visa-se a obtencao de explante no tubo de ensaio totalmente livre de contaminagéo,
condigéo imprescindivel ao estabelecimento do mesmo, visto que o desenvolvimento
de microorganismos no meio de cultura pode resultar na morte do explante. Nessa
fase, todas as operacdes devem ser realizadas em condicbes de assepsia € em
camaras de fluxo laminar. Etapa Il - multiplicagdo - multiplicagcdo rapida dos
explantes obtidos sem contaminacdo na fase anterior. Nela, objetiva-se a producao
do maior numero possivel de plantas, no menor espaco de tempo, com a maxima
uniformidade das partes aéreas produzidas. Etapa lll - alongamento das brotacoes -
€ uma fase necessaria para a maioria das culturas, visando a prepara-las para o
enraizamento. Isto é importante, pois a multiplicagdo dos explantes induz a formacéao
de muitas brotacdes pequenas, sendo necessario criar condicdes para a formacao
de brotagdes mais alongadas, para facilitar o uso € o manejo in vitro. Etapa IV -

enraizamento das brotagdes - quando o enraizamento ndo ocorrer nas condigdes de
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multiplicagdo in vitro, os explantes sdo colocados em meio de cultura apropriada
para enraizamento, contendo maior relagao auxina/citocinina. J& no enraizamento ex
vitro, os explantes formados in vitro sdo enraizados em substrato diretamente em
condicdes de alta umidade (casa de vegetacao), para que formem as raizes e déem
origem a uma nova planta.

Para o estabelecimento de uma cultura in vitro, é preciso utilizar meios de
cultura que propiciem condicées necessarias para o crescimento das plantas e para
o fornecimento de nutrientes, energia e vitaminas suplementares (HARTMANN et al.,
2002). Além disso, o efeito de clone pode apresentar consideraveis diferencas no
comportamento in vitro das culturas, pois ha clones que se adaptam bem a diversos
tipos de meios e outros que necessitam de meios de cultura especificos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os propagulos obtidos de arvores adultas de espécies lenhosas somente
podem ser estabelecidos in vitro caso os explantes provenham de plantas obtidas
por estaquia, as quais sdo mantidas em condicbes de casa de vegetacdo, sem o
emprego de fitoreguladores (MROGINSKI et al., 1997). A regeneracado de plantas
jovens e adultas de erva-mate in vitro a partir de segmentos nodais demonstrou ser
viavel usando meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,1962) diluido quatro
vezes com 0,04M de sacarose. (SANSBERRO et al., 2000).

3.3.4 Microestaquia

A microestaquia é uma técnica de propagacao vegetativa na qual sao
utilizados  propagulos rejuvenescidos na micropropagagdo para serem
posteriormente enraizados, visando a obtencdo de mudas. E baseada no maximo
aproveitamento da juvenilidade dos propagulos vegetativos (FERRARI et al., 2004b).
Na microestaquia, os propagulos vegetativos, denominados microestacas, sao
obtidos mediante o rejuvenescimento a partir de micropropagacgéo in vitro, 0 que
usualmente elimina o uso de fitoreguladores (ALFENAS et al., 2004).

A producao de mudas por microestaquia pode ser feita como segue: as partes
aéreas alongadas in vitro sdo enraizadas em casa de vegetacao, aclimatizadas em

casa de sombra e, posteriormente, a pleno sol, se faz a coleta das primeiras
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microestacas. Estas sdo enraizadas em casa de vegetacdo seguindo o processo
normal de formacdo de mudas micropropagadas, sendo que a parte basal da muda
podada emite novas brotacdes que serdo novamente coletadas, formando assim um
jardim microclonal para o fornecimento de microestacas (XAVIER; COMERIO, 1996;
COMERIO et al., 1996).
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4 CAPITULO | - ESTAQUIA DE MATERIAL ADULTO DE ERVA-MATE

4.1 Introducao

O avanco tecnoldgico para a producdo e a qualidade da erva-mate nao tém
atendido as exigéncias do mercado nem as necessidades do consumidor, apesar de
ter havido um crescimento e uma diversificagdo na linha de produtos nas ultimas
décadas (DONADUZZI et al.,, 2003). Isto deve-se ao fato de que a exploracéo
baseia-se no extrativismo, tendo a maior parte do mate produzido vindo de ervais
nativos ou de plantas originadas de sementes. Em consequéncia, os plantios sao
heterogéneos e de qualidade genética inferior, prejudicando o0 manejo da cultura € o
processamento do produto final (WENDLING, 2004).

A propagagdo vegetativa apresenta-se como uma excelente alternativa,
oferecendo varias vantagens, como a possibilidade de ganhos genéticos maiores do
qgue na reproducao via semente e a alta qualidade e uniformidade dos povoamentos
(GRACA et al., 1990). Apesar disso, a erva-mate carece de protocolos que possam
ser aplicados em nivel comercial (GRACA et al., 1988).

A estaquia € um dos processos mais importantes de propagacao vegetativa,
principalmente por ser uma técnica cujos custos sdo menores (XAVIER; COMERIO,
1996). Apesar da facilidade da técnica, a estaquia em espécies florestais é
dificultada e, em alguns casos, impraticavel, pois 0 enraizamento diminui
rapidamente com o0 aumento da idade da planta matriz (WILKINS et al., 1985). A
formacao de raizes adventicias € o pré-requisito para o sucesso da estaquia.
Contudo, muitas plantas lenhosas economicamente importantes, como a erva-mate,
possuem uma baixa capacidade genética e fisiologica de formacdo de raizes
adventicias, apresentando taxa de enraizamento extremamente variavel (TAVARES
et al., 1992).

Para obter-se sucesso na inducdo de raizes em estacas, alguns aspectos
devem ser levados em consideragao. O controle da umidade, o uso de ramos jovens
e nao tenros e a permanéncia de um par de folhas cortadas pela metade para a
producdo de estacas de erva-mate favorecem o enraizamento (HIGA, 1983). Outro
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aspecto a ser levado em consideracéo € o uso de doses adequadas de auxinas, que
devem ser utilizadas em baixas concentracdes para estacas herbaceas. Ja para
estacas lenhosas e de dificil enraizamento, como € o caso das estacas de erva-
mate, a concentracdo deve ser alta e proxima a fitotéxica (IRITANI, 1981), sendo
recomendado o uso de &cido indol-butirico (AIB) na dose de 8.000 mg L
(TAVARES et al., 1992).

Outros fatores importantes para o enraizamento de estacas sao o controle de
podriddes (GRACA et al., 1988), a estacdao do ano (PRAT KRICUN, 1995) e o
substrato (PAIVA; GOMES, 1995). O periodo do ano mais favoravel para realizar a
estaquia de erva-mate compreende os meses de novembro a maio (PRAT KRICUN,
1995). O substrato a ser utilizado & muito importante, pois pode influir na capacidade
de enraizamento e na qualidade do sistema radicular (PAIVA; GOMES, 1995).
Enraizamento de 56 % das estacas de erva-mate foi alcancado com o uso de
vermiculita média (TAVARES et al., 1992).

O potencial de enraizamento pode ser afetado pelo sombreamento do
material a ser propagado (HANSEM; ERIKSEN, 1974; HARTMANN; KESTER, 1990)
devido ao aumento no teor de carboidratos e a diminuicdo de compostos fenélicos
nas estacas (HESS, 1969). As variac6es qualitativas e quantitativas da luz também
geram forte impacto na diminuicdo de produgdo e morfogénese das plantas
(STUEFER; HUBER, 1998). Assim, o periodo de coleta das estacas pode interferir
no enraizamento (HARTMANN et al., 2002), embora a intensidade luminosa ideal
para a sobrevivéncia e o enraizamento de estacas variem de acordo com a espécie
(IRITANI; SOARES, 1982; MOE; ANDERSON, 1988).

A rizogénese das estacas pode ser influenciada pelo tamanho da estaca e
pela sua capacidade de sobrevivéncia (PICHETH, 1997). Além disso, é possivel a
obtencdo de maiores porcentagens de enraizamento utilizando-se estacas de gema
Unica. A vantagem da estaquia em relacdo ao tamanho da estaca esta na maior
disponibilidade de material para propagacédo, elevando a taxa de multiplicacao
quando comparada com estacas de tamanho convencional. Por isso, estacas de
menores comprimentos maximizam o numero de mudas produzidas de erva-mate
(EDEN, 1958).

Considerando que o sexo da planta, o nivel de sombreamento, a origem da
planta matriz e o tipo da estaca podem afetar o enraizamento e a qualidade do
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sistema radicular, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de propagacéao
vegetativa de erva-mate através da estaquia de plantas adultas.

4.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Melhoramento e
Propagagédo Vegetativa de Plantas, em casa de sombra e em cadmara umida do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Em todos os experimentos, os ramos que foram coletados das plantas adultas
de erva-mate foram imersos em agua fria até a preparacdo das estacas, com
aproximadamente 6 cm de comprimento e um par de folhas cortadas pela metade,
descartando-se 0s apices dos ramos. Estas tiveram suas bases imersas em solucéo
alcodlica (50%) de 8.000 mg L™ de AIB por 10 s.

Apés, as estacas foram plantadas em caixas de plastico drenadas, contendo
como substrato vermiculita expandida de granulometria média e acondicionadas em
camara Umida com irrigacdo por nebulizacdo durante 1 min a cada 30 min no
periodo mais quente do dia, e por 1 min a cada hora, no periodo de temperatura
mais amena, com auxilio de programador horario.

As estacas foram avaliadas quanto a porcentagem de estacas vivas
(avaliacdo somente da parte aérea das estacas), de estacas mortas, de estacas
inalteradas (parametro escolhido para estimar as estacas que nao enraizaram, nao
formaram calos nem brotos, mas permaneceram vivas), de emissdo de brotos
(numero de brotos emitidos pela estaca), de formacao de calos, de enraizamento e
de permanéncia das folhas primarias (par de folhas cortadas pela metade), numero
total de raizes, somatério de comprimento de raizes, comprimento de brotos (medida
até a insercao das folhas dos brotos), nimero total de folhas dos brotos, somatério
de comprimento de folhas dos brotos e iniciagdo radicular e/ou formacao de calos
(quando ainda nao se tinha o enraizamento e/ou formacéao de calos bem definidos
visualmente).

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias e,

quando necessario, transformados antes da andlise estatistica, realizada com o
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auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences 7.5 para Windows
(SPSS Inc. Chicago II).

4.2.1 Sexo da planta matriz e nivel de sombreamento

Foram utilizadas 10 arvores matrizes de origem seminal em povoamento com
10 anos de idade, localizado na Area Experimental do Departamento de Ciéncias
Florestais da UFSM. As plantas matrizes foram selecionadas pela sanidade,
arquitetura, formato de fuste e de copa, sexo e localizacdo no povoamento, sendo
entdo numeradas e etiquetadas. Dentre as plantas selecionadas inicialmente, quatro
arvores matrizes recebiam algum sombreamento de um povoamento vizinho, sendo
duas plantas femininas e duas masculinas, e seis arvores matrizes possuiam
desenvolvimento a pleno sol, ou seja, ndo recebiam sombra diretamente, sendo trés
plantas femininas e trés plantas masculinas (Quadro 1).

Em 30 de janeiro de 2008, estacas de material adulto de crescimento do ano
foram colhidas de todas as arvores matrizes por meio de poda da parte aérea até
cerca de 1,80 m de altura, com excecao de duas plantas, que foram podadas a uma
altura de 20 cm do solo. Apdés a poda, todo o material retirado foi levado ao
Laboratério e feito descricdo apenas das plantas femininas (contagem de folhas e

frutos por ramo) (Quadro 2).

Arvore-matriz | Sexo | Nivel de sombreamento | Altura da poda (m)
1 M Recebe sombreamento 1,80
2 F Recebe sombreamento 0,20
3 F Recebe sombreamento 1,80
4 M Recebe sombreamento 1,80
5 F Pleno sol 0,20
6 F Pleno sol 1,80
7 M Pleno sol 1,80
8 M Pleno sol 1,80
9 M Pleno sol 1,80
10 F Pleno sol 1,80

Quadro 1 - Selegao de 10 plantas matrizes em povoamento de erva-mate de origem seminal de
dois sexos e em dois niveis de sombreamento e em duas alturas de poda. Santa
Maria, RS, 2008.
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Planta matriz | Folhas | Frutos verdes | Frutos maduros | Total de frutos
2 3.457 3.280 932 4212
3 2.282 4.445 739 5.184
5 3.214 8.843 1.052 9.895
6 4.003 3.886 564 4.450
10 11.050 8.835 464 9.299

Quadro 2 - Descricao de plantas matrizes femininas quanto ao numero de folhas, quantidade de
frutos verdes e maduros e total de frutos (verdes mais maduros) de plantas adultas
de erva-mate de origem seminal no dia do plantio. Santa Maria, RS, 2008.

Apo6s a coleta dos ramos semi-lenhosos de todas as plantas matrizes, as
estacas foram preparadas seguindo como descrito anteriormente e entdo plantadas.

Aos 30 dias, foi avaliada a porcentagem de estacas vivas e mortas, ja que
nem a brotacdo nem o enraizamento e/ou calo haviam ainda iniciado. Aos 90 dias,
foram avaliadas a emissao de brotos e a porcentagem de estacas vivas e mortas. A
avaliacao final ocorreu aos 120 dias, para a porcentagem de estacas inalteradas, a
mortalidade, a formacéao de calos, o enraizamento, o niUmero de raizes, o somatério
de comprimento de raizes, a permanéncia das folhas primarias, a emissao de
brotos, o numero de brotos, o comprimento de brotos, o numero total de folhas dos
brotos e 0 somatério do comprimento de folhas dos brotos.
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Figura 1 — Aspecto das arvores matrizes selecionadas: arvores matrizes em ambiente com algum
nivel de sombreamento (A e B), arvore podada a 1,80 m em ambiente pleno sol (C), ramos levados
para o laboratério apds a coleta (D). Santa Maria, RS, 2008.

As médias foram comparadas pelo teste F e 0 experimento foi conduzido em
um fatorial 2 x 2 (sexo e nivel de sombreamento da planta) no delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repeticdes e numero de estacas por repeticdes
nao-padronizadas, num total de 636 estacas.

4.2.2 Origem da planta matriz

O experimento foi instalado em janeiro e fevereiro de 2008, ocasido em que
foram selecionadas quatro arvores matrizes localizadas em povoamento propagado
sexuadamente com 10 anos de idade, e sete matrizes localizadas em povoamento
originado via estaquia de gema unica, com 11 anos de idade, sendo que ambos

estavam em condicdes ambientais semelhantes.
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Apbs a coleta dos ramos semi-lenhosos, as estacas foram preparadas e
entdo plantadas como descrito anteriormente

Aos 120 dias, as estacas foram avaliadas quanto a porcentagem de estacas
inalteradas, a mortalidade, a presenca de calo, o enraizamento, a permanéncia das
folhas primarias, a emissdo de brotos, o nimero de raizes, o comprimento de raizes,
0 numero de brotos, o comprimento de brotos, 0 numero de folhas e o comprimento
de folhas dos brotos.

As médias foram comparadas pelo teste F e o experimento foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado, com sete repeticdes e 532 estacas de
origem assexuada e quatro repeticoes e 209 estacas de origem seminal.

4.2.3 Tipo de estaca

Foram utilizados ramos de a&rvores matrizes com 11 anos de idade
propagadas via estaquia de gema unica e que ja haviam sofrido podas anteriores,
localizadas na casa de sombra do Departamento de Fitotecnia da UFSM. No dia 3
de dezembro de 2008, as estacas foram coletadas e preparadas em dois tipos
diferentes: estacas de gema unica, com cerca de 3 cm, e estacas de tamanho
convencional, com cerca de 6 cm de comprimento. Todas as estacas foram tratadas
com AIB e plantadas conforme descrito anteriormente.

Aos 35 dias, as estacas foram avaliadas quanto a iniciacdo radicular e/ou
formacao de calos, a mortalidade, a brotacao e a permanéncia das folhas primarias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticées e um total de 76 estacas de gema Unica e 57 estacas de tamanho
convencional. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

4.3 Resultados e discussao
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4.3.1 Sexo da planta matriz e nivel de sombreamento

Na contagem realizada aos 30 dias, o sexo da planta matriz ndo afetou
significativamente o niumero de estacas vivas, sendo 83,4% de plantas masculinas e
73,6% de plantas femininas. A porcentagem de estacas vivas também nao foi
afetada de maneira significativa pelo nivel de sombreamento das plantas matrizes,
com um total de 91,5% estacas vivas de matrizes sombreadas, e de 73,6% estacas
vivas de matrizes em pleno sol. O sexo das plantas e o nivel de sombreamento
também nao afetaram a porcentagem de mortalidade, com média de 26,4% estacas
mortas de matrizes em pleno sol, 8,5% em estacas de matrizes sombreadas, 16,6%
em plantas masculinas e 26,4 % em plantas femininas.

Na avaliacédo realizada aos 90 dias, a porcentagem de estacas vivas nao foi
afetada significativamente pelo nivel de sombreamento e pelo sexo da planta matriz
(93,6% estacas vivas de matrizes sombreadas e 93,2% em pleno sol, 91,0% de
plantas masculinas e 93,2% de plantas femininas). A porcentagem de mortalidade
novamente nao foi afetada pelo nivel de sombreamento e pelo sexo das plantas
matrizes, apresentando a maior taxa de mortalidade entre as matrizes de pleno sol
(6,8%) e entre as matrizes do sexo masculino (9,0%). A porcentagem de brotacéo foi
afetada significativamente pelo nivel de sombreamento, com 37,5% de estacas
brotadas de plantas matrizes sombreadas e 7,3% de estacas brotadas de plantas
matrizes em pleno sol, mas nao foi afetada pelo sexo da planta matriz.

Na avaliacdo aos 120 dias, houve interacdo significativa entre o nivel de
sombreamento e entre 0 sexo das plantas matrizes para o comprimento de brotos e
o comprimento de folhas dos brotos (Tabela 1). O nivel de sombreamento das
plantas matrizes afetou significativamente o comprimento de brotos das estacas de
plantas femininas, ndo sendo observada diferenca significativa do nivel de
sombreamento em estacas masculinas. Em estacas de plantas femininas, os
maiores comprimentos de brotos foram verificados em estacas coletadas de plantas
matrizes de pleno sol. Quando comparado o sexo da planta, estacas de plantas
femininas e masculinas nao diferiram entre os niveis de sombreamento. Além disso,
foi observado que o sexo da planta ndo afetou significativamente o comprimento de
brotos entre as estacas coletadas de plantas matrizes sombreada nem entre plantas

matrizes em pleno sol. Contudo, estacas femininas apresentaram maiores
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comprimentos de folhas dos brotos quando coletados de plantas matrizes com nivel
de sombreamento, enquanto o comprimento de folhas dos brotos de estacas
masculinas nao foi afetado pelo nivel de sombreamento. O sexo das plantas nao
apresentou diferengcas de comprimento de folhas dos brotos em plantas
independente do nivel de sombreamento da planta matriz.

O nivel de sombreamento afetou significativamente a porcentagem de
estacas inalteradas, embora o sexo das plantas matrizes ndo tenha afetado (Tabela
2). Da mesma maneira, a porcentagem de brotos foi afetada pelo nivel de
sombreamento, mas nao pelo sexo das plantas matrizes. Estacas coletadas de
matrizes a pleno sol apresentaram a maior porcentagem de estacas inalteradas que
matrizes sombreadas; entretanto, a taxa de emissdo de brotos neste nivel de

sombreamento foi significativamente menor, independente do sexo da planta matriz.

Tabela 1 - Comprimento de brotos e de folhas de estacas de plantas adultas de erva-mate de origem
seminal de dois sexos e em dois niveis de sombreamento aos 120 dias apds o plantio.
Santa Maria, RS, 2008.

Comprimento de brotos Comprimento de folhas
Estacas de Estacas de Estacas de Estacas de
Nivel de plantas plantas plantas plantas
sombreamento masculinas femininas masculinas femininas
Sombreado 1,0 bA* 0,8 bA 4,4 bA 8,1 aA
Pleno sol 1,1 bA 1,4 aA 5,5 bA 2,7 bA

*Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, nao diferem entre si
pelo teste F, a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 2 - Porcentagem de mortalidade, calo, enraizamento, estacas inalteradas, permanéncia das
folhas primarias e brotos, nimero de raizes, comprimento de raizes, nimero de brotos e
nuamero de folhas em estacas de matrizes de erva-mate em campo. Santa Maria, RS,

2008.

Sexo Nivel de sombreamento
Parédmetros avaliados Machos Fémeas Sombreado Pleno sol
Mortalidade (%) 23,0 a* 7,8 a 0,8a 7,8 a
Calo (%) 19,5a 245 a 442 a 245 a
Enraizamento (%) 28,6 a 13,3 a 26,4 a 13,3 a
Estacas inalteradas (%) 57,2 a 73,2 a 425b 73,2 a
Permanéncia (%) 72,4 a 68,2 a 77,5 a 68,2 a
Brotos (%) 12,2a 41 a 51,8 a 41b
Numero de raizes 3,2a 2,0a 26a 2,0a
Comprimento de raizes (cm) 1,7 a 1,4a 0,8a 1,4 a
Ndmero de brotos 1,1a 0,8a 1,0a 0,8a
Numero de folhas 19a 1,8a 39a 1,8a

*Médias de sexo das plantas ou de ambiente de plantas matrizes seguidas pela mesma letra nao
diferem pelo teste F, a 5% de probabilidade de erro.

Para analisar a influéncia da formagdo de calo no enraizamento, na
permanéncia das folhas primarias e na emissao de brotos, estacas com calo foram
separadas e avaliadas (Tabela 3). A porcentagem de estacas com calo que néo
brotaram e nao enraizaram, porém que permaneceram com as folhas primarias foi
maior do que a porcentagem de estacas com calo, porém que perderam as folhas
primarias, que brotaram e enraizaram. Analisando a influéncia do enraizamento na
formagao de calo, na permanéncia das folhas primarias e na emissao de brotos,
pode-se observar que as estacas que emitiram raizes, permaneceram com as folhas
primarias, nao emitiram brotos e nao formaram calo foi superior a porcentagem de
estacas que enraizaram e perderam as folhas primarias, brotaram e formaram calos.
Como a formacao de calos foi afetada pela permanéncia de folhas, pela emisséo de
brotos e raizes, e o enraizamento foi afetado pela permanéncia de folhas, emissao
de brotos e formacao de calos, estes resultados mostram que a capacidade de
enraizamento pode estar relacionada com a permanéncia das folhas primarias, além
de que a emissao de brotos e de calo é prejudicial a rizogénese das estacas semi-

lenhosas de plantas adultas de erva-mate.
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Tabela 3 - Porcentagem de formacao de calos e de raizes com ou sem permanéncia (perman.folhas)
das folhas primarias, brotos, raiz e calo em estacas de plantas adultas de erva-mate a
partir de plantas matrizes de origem seminal de dois sexos e em dois ambientes. Santa
Maria, RS, 2008.

Calos (%)
Sim Nao
Perman. folhas 7,1 a* 50b
Brotos 71Db 19,9 a
Enraizamento 7,1b 171 a

Raizes (%)

Sim Nao

Perman. folhas 6,2 a 58Db
Brotos 6,2b 19,0 a
Calo 6,2 b 18,0 a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F, a 5 % de probabilidade de
erro.

Um fator importante para a obtencdo de raizes de qualidade é que o
enraizamento da estaca seja anterior ao desenvolvimento da parte aérea
(HARTMANN; KESTER, 1990). Em estacas, as condicbes de temperatura e
umidade relativa interferem na fisiologia, influenciando na sobrevivéncia da planta
(IRITANI, 1981). Quando a estaca permanece viva por um periodo de tempo maior,
ha chances para que tanto o indutor de enraizamento como seus fatores internos
atuem favoravelmente ao enraizamento (PICHETH, 1997). Para algumas espécies
como o eucalipto, a presenca de folhas nas estacas é tdo marcante que as estacas
sem folhas nao enraizam (CAMPINHOS; IKEMORI, 1980), pois as folhas garantem
um bom suprimento de energia e sado fontes produtoras de auxinas (IRITANI;
SOARES, 1981). Para o enraizamento de estacas de erva-mate, a presenca de
folhas foi indispensavel, sendo que os melhores resultados foram obtidos utilizando-
se um par de folhas reduzidas com taxa de 50% e, na auséncia de folhas, o
enraizamento foi nulo (TAVARES et al.,, 1992). Ja para estacas de goiabeira
(Psidium guajava), a presenca de folhas primarias nao teve qualquer influéncia
sobre o enraizamento (VALE et al., 2008). Em estacas herbaceas e semi-lenhosas
obtidas de arvores adultas de corticeira-da-serra (Erythrina falcata), a porcentagem
de sobrevivéncia foi de 26% e de 34%, respectivamente (NEVES et al., 2006),
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enquanto que, neste estudo, a porcentagem de estacas vivas de estacas
semilenhosas de erva-mate alcangou 52,94%.

Em estudos sobre estaquia de espécies nativas, observam-se grandes
variagcbes na capacidade de enraizamento. Estacas de corticeira-do-banhado
(Erythrina crista-galli) apresentaram variagées sobre o enraizamento de zero a 100
% aos 60 dias em funcédo do tipo de estaca usada (CHAVES et al.,, 2003). Em
estacas de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), as melhores médias de
enraizamento foram de 15% com uso AIB e 16% com acido naftalenoacético (ANA)
aos 120 dias (MARROQUIM et al., 2005). Em estudo com estaquia de material
adulto de erva-mate, foi realizada apenas uma avaliacdo aos 34 dias devido a alta
mortalidade inicial que ocasionou taxa de enraizamento nula (HIGA, 1982), além de
propagulos com mais de 60 anos resultarem numa taxa de 7% de enraizamento.
Neste presente experimento, o enraizamento de estacas de erva-mate a partir de

material adulto alcangou até 28,6%.

Figura 2 - Aspecto das estacas: Estacas plantadas em vermiculita e em bandeja preta drenada (A),
detalhe das estacas (B) no dia da instalagdo, estaca enraizada e brotada (C), estaca enraizada (D)
apés 120 dias. Santa Maria, RS, 2008.

Neste estudo, a taxa de enraizamento foi maior quando a formagéo de calos

foi menor além de a formacéo de calos terem sido menor quando a mortalidade foi
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maior. Estes resultados sugerem que a presenca de calo pode interferir
positivamente na diminuicAo da taxa de mortalidade; todavia, pode interferir
negativamente na taxa de enraizamento. O calo forma-se quando ha lesionamento
dos tecidos do xilema e do floema (FACHINELLO et al., 1995), e o desenvolvimento
pode ser evitado com o aparecimento precoce de raizes (KOMISSAROV, 1968).
Estudos indicam que a formagcdo de calo em propagulos € um indicativo do
fornecimento de condicbes ambientais adequadas para o enraizamento, mas,
quando se observa a auséncia de calo em propagulos juvenis e presenca de calo
em propagulos adultos, a formagdo do mesmo é um indicativo de baixa juvenilidade
dos propagulos (HARTMANN et al., 1997). Na estaquia de nespereira (Eriobotrya
japonica Lindl.), todas as estacas que desenvolveram raizes apresentavam calos
nas proximidades do corte, ndo havendo a formacao direta de raizes na auséncia de
calo (SCALOPPI JUNIOR et al.,, 2004). Por outro lado, corroborando este
experimento, foi encontrada relagdo negativa entre a porcentagem de estacas com
calos e com raiz, mostrando a inconveniéncia do aparecimento do calo para o
posterior enraizamento (NIKLAS 1986, 1987, 1988). Da mesma forma, em estudo de
estaquia com Pinus spp., muitas estacas formaram calos, mas ndo necessariamente
emitiram raizes (CARRERA GARCIA, 1977).

Os tratamentos de plantas masculinas de ambiente sombreado tenderam a
maiores médias dentre todos os parametros avaliados nesse trabalho para o
sucesso da estaquia. Analisando a quantidade de folhas e de frutos de plantas
femininas utilizadas para este estudo, pode-se observar que plantas a pleno sol
possuiam maior média de folhas e de frutos (verdes e maduros) que plantas
matrizes que recebiam algum nivel de sombreamento (Quadro 2). Plantas
masculinas produzem maior nimero de galhos por planta, podendo este parametro
representar uma estratégia importante quando ocorre a frutificagdo de plantas
femininas (RAKOCEVIC et al., 2006).

As plantas cultivadas em pleno sol e na sombra podem desenvolver
adaptacoes fisiologicas e morfolégicas, com a finalidade de melhor aproveitar os
fatores ambientais disponiveis (VALLADARES; PEARCY, 1998). Dessa maneira, €
possivel obter maior porcentagem de enraizamento quando as plantas matrizes séo
mantidas sob baixos niveis de radiacao solar, principalmente em espécies de dificil
enraizamento (HARTMANN; KESTER, 1990). O sombreamento da planta promove
uma alteragcdo do conteudo de certos inibidores de crescimento naturais e dos
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compostos fenodlicos, diminuindo assim a oxidagdo e a necrose dos tecidos e
facilitando a rizogénese.

Embora verificando que o sombreamento é benéfico com relagédo ao preparo
do material que sera destinado a propagagao vegetativa, mais estudos sao
necessarios para avaliar o nivel de sombreamento que facilitara o enraizamento das
estacas (HANSEM; ERIKSEN, 1974; HARTMANN; KESTER, 1990). Na estaquia de
aracga (Psidium cattleyanum Sabine), o uso de material sombreado foi benéfico, onde
estacas apresentaram menor queda das folhas primarias, menor mortalidade além
de maior enraizamento e maior numero e comprimento de raizes (CASAGRANDE
JUNIOR et al., 1999). O sombreamento da planta matriz a ser propagada causa o
estiolamento que provoca elevacao dos teores de amido nas folhas e tendéncia a
elevacdo destes no caule, o que pode promover maior enraizamento e maior
resisténcia a condi¢des adversas (VOLTOLINI, 1996).

Neste estudo, a porcentagem média de enraizamento foi relativamente baixa,
mas esperada, ja que a idade da planta matriz influi diretamente no crescimento das
estacas coletadas da mesma. Porém, novas coletas podem ser realizadas nessas
plantas matrizes ja que, apds a poda da parte aérea, novos ramos foram formados,
com maior grau de rejuvenescimento, consequentemente mais aptos ao
enraizamento. Além disso, a presencga do calo, das folhas primarias e a emisséo de
brotos afetaram o enraizamento, mostrando a importancia de estacas nao formarem
calo, permanecerem com suas folhas primarias e ndo emitirem brotacdes para o
enraizamento de estacas. Plantas femininas de crescimento de pleno sol
apresentaram maior média de folhas e frutos que plantas femininas de ambiente
sombreado, entretanto, plantas masculinas de crescimento sombreado tenderam a

maiores médias dentre os parametros avaliados para o sucesso na estaquia.

4.3.2 Origem da planta matriz

Na avaliagédo realizada aos 120 dias, estacas coletadas de plantas adultas
oriundas de propagacdo vegetativa de 11 anos de idade apresentaram maior
porcentagem de enraizamento e maior comprimento de raizes do que plantas de

origem seminal com 10 anos de idade (Tabela 4). Entretanto, estacas de origem
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seminal apresentaram maior porcentagem de estacas inalteradas. A origem da
planta matriz ndo afetou a porcentagem de brotos, de formacédo de calos e de
mortalidade, o comprimento de brotos, o niUmero de brotos, o nimero de folhas nem

0 numero de raizes.

Tabela 4 - Porcentagem de brotos, calo, permanéncia das folhas primérias, de estacas inalteradas,
enraizamento e mortalidade, comprimento de brotos, comprimento de folhas dos
brotos, comprimento de raizes, nimero de brotos, numero de folhas dos brotos e
namero de raizes em estacas de origem assexuada e sexuada de erva-mate a
campo. Santa Maria, RS, 2008.

Origem da planta matriz

Parametros avaliados Propagacao vegetativa Seminal
Brotos (%) 32,8 a* 55,8 a
Calo (%) 66,8 a 41,7 a
Permanéncia de folhas (%) 90,7 a 79,6 a
Estacas inalteradas (%) 43b 346 a
Enraizamento (%) 80,1 a 34,1b
Mortalidade (%) 5,7a 6,8a
Comprimento de brotos 1,0a 0,8a
Comprimento de folhas 2,1b 54a
Comprimento de raizes 25a 1,0b
Ndmero de brotos 1,1a 1,1a
Ndmero de folhas 3,0a 39a
Numero de raizes 6,0 a 35a

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste F, a 5 % de probabilidade de
erro.

Ocorreu uma relacao inversa entre o comprimento das raizes e o
comprimento das folhas dos brotos das estacas, pois, quando o comprimento das
raizes foi significativamente maior, o comprimento das folhas dos brotos emitidos na
estaca foi menor. As estacas produzidas de matrizes propagadas vegetativamente
apresentaram maiores porcentagens de formacdo de calo, maior valor de
comprimento de brotos, maiores nimero de raizes, além de maior porcentagem de
permanéncia de folhas primarias. Esses resultados mostram que a permanéncia do
par de folhas priméarias pode influenciar positivamente no enraizamento da estaca,

além de que o desenvolvimento do sistema radicular anterior ao desenvolvimento da
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parte aérea pode ser desejavel. Da mesma maneira, estacas coletadas de matrizes
originadas via propagacdo vegetativa de erva-mate podem enraizar com maior
facilidade que estacas coletadas de matrizes originadas de sementes.

Tem sido recomendada para a estaquia de erva-mate a utilizacdo de um par
de folhas cortadas na metade, obtendo-se assim uma menor transpiracdo e um
melhor equilibrio osmético e balanco hormonal (KRICUN, 1995). Outra
recomendacgao para a espécie é a utilizacdo de material para estaquia em fase de
crescimento juvenil, pois esses propagulos enraizam com maior facilidade do que
materiais de plantas mais velhas (HIGA, 1983), embora, em estudos visando a
inducdo da juvenilidade pelo emprego de rebrotes, ndao tenham mostrado bons
resultados (SAND, 1989).

Analisando a influéncia na formagdo de calo na permanéncia das folhas
primarias, na emissao de brotos e raizes, observou-se que a permanéncia de folhas
primarias afetou significativamente a formacao de calos e de raizes, além de a
presenca de calo também afetar a formagao de raizes (Tabela 5). A formacgao de
calos foi menor quando a estaca nao permaneceu com suas folhas primarias, mas
nao foi afetada pela emissdo de brotos nem pelo enraizamento. Do mesmo modo,
analisando a influéncia do enraizamento na permanéncia das folhas primarias, na
emissdo de brotos e de calo, observou-se que a formacédo de raizes foi inferior
quando as estacas perderam suas folhas primarias, mas nao foi afetada pela
producéo de brotos; entretanto, foi superior quando a estaca formou calo.
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Tabela 5 - Porcentagem de emissdo de calos e de raizes com ou sem permanéncia (perman.folhas)
das folhas primarias, brotos, raiz e calo em estacas de plantas adultas de erva-mate a
partir de plantas matrizes de duas origens diferentes. Santa Maria, RS, 2008

Calos (%)
Sim Nao
Perman. Folhas 20,9 a* 39b
Brotos 20,9 a 249a
Enraizamento 209 a 17,2 a

Raizes (%)

Sim Nao

Perman. Folhas 219a 3,5b
Brotos 219a 28,4 a
Calo 219a 15,1 b

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste F, a 5 % de probabilidade de
erro.

Para favorecer o enraizamento de estacas de erva-mate, € recomendado um
ambiente com umidade controlada e a utilizacdo de ramos jovens, mas nao tenros
(HIGA, 1983). A rizogénese também pode ser induzida através da aplicacdo de
auxinas, pois estas auxiliam na retencao foliar, no brotamento e na formacéo de
calos (IRITANI; SOARES, 1981), estimulando o enraizamento e as divisdes celulares
nos tecidos meristematicos (DEVLIN, 1975).

O sucesso do enraizamento também esta ligado as diferencas genéticas,
além da producao e disponibilidade de carboidratos (WANG; ANDERSEN, 1989),
sendo que as necessidades sao diferentes quando se comparam plantas de origem
seminal e de origem assexuada. Plantas originadas de propagacao assexuada de
café (Coffea canephora) apresentaram maior comprimento do que plantas
originadas de sementes. Por mais que plantas originadas de sementes produzam
maior numero de brotos, a produtividade das plantas propagadas por estacas foi
superior em trés colheitas (PARTELLI et al., 2006), corroborando os resultados
deste estudo.

Neste contexto, os resultados deste estudo sugerem que o enraizamento de
estacas de erva-mate de plantas matrizes de origem de propagac¢ao vegetativa pode
ser afetado positivamente com a permanéncia das folhas primarias e com a
formacao de calo. Embora a proporcdo de estacas inalteradas de matrizes de

origem seminal tenha sido maior, estacas de matrizes de origem vegetativa
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apresentaram os melhores resultados dentre os parametros avaliados para o

sucesso da estaquia de erva-mate.

4.3.3 Tipo de estaca

Aos 35 dias, ainda ndo havia iniciado a emissao de raizes nas estacas. Em
vista disso, avaliou-se a emissdao da massa de calo que, posteriormente, podera
formar raizes. Observou-se que nao houve efeito dos tratamentos dentre todos os
parametros avaliados até esse periodo (Tabela 6). Os valores encontrados podem
ser devido a precocidade da avaliacdo ou apenas resultados casuais. A
permanéncia de folhas primarias nao diferiu estatisticamente; entretanto, apresentou
altas taxas nos dois tratamentos (média de 88,7%). Também, a porcentagem de

mortalidade permaneceu baixa nos dois tratamentos (média de 9%).

Tabela 6 - Porcentagens médias de calo, de mortalidade, de brotagéo, de estacas inalteradas e de
permanéncia de folhas primarias de estacas de dois tipos diferentes de material adulto
de erva-mate, avaliado aos 35 dias apéds instalacdao da estaquia. Santa Maria, RS,

2009.
Tipo de Calo Mortalidade  Brotagéo Estacas Permanéncia de
estaca (%) (%) (%) inalteradas (%) folhas (%)
Gema Unica 36,8 a~ 7.9a 27,6 a 42,1 a 90,8 a
Convencional 24,6 a 10,5 a 10,5 a 63,2 a 86,0 a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade de erro.

Em 31,6% das estacas, o calo estava presente e a porcentagem de estacas
inalteradas alcangou a taxa de 52,7%. Embora a avaliacdo deste estudo tenha
ocorrido precocemente para diferir os tratamentos, valor semelhante de
enraizamento foi encontrado numa avaliagdo aos 34 dias em estaquia convencional
de material adulto de erva-mate, situacdo em que 60% das estacas sobreviveram,
mas a emissao de raizes foi nula (HIGA, 1982). Por outro lado, em avaliacdo aos
135 dias apds estaquia de erva-mate adulta, tanto estacas convencionais quanto

estacas de gema Unica ndo apresentaram diferenca na porcentagem de estacas
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inalteradas, mas estacas de gema Unica apresentaram maior enraizamento
(HORBACH, 2008). Entretanto, na estaquia de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata),
0 enraizamento e o numero de raizes formadas nao foram afetados pelo tamanho da
estaca (NICOLOSO et al., 2001). A mortalidade variou de zero a 15,8% neste
estudo; contudo, em experimento de estaquia de erva-mate, ndo houve associacao
entre 0 comprimento das estacas e a porcentagem de mortalidade (MOLINA e
MAYOL, 2003).

Estudos semelhantes a este indicam que estacas normais apresentaram
maior numero de folhas dos brotos do que estacas de gema unica (HORBACH,
2008). No entanto, mudas de cha (Camelia sinensis) sao produzidas com eficiéncia
a partir de estacas de gema unica (EDEN, 1958).

Embora esse experimento ndo tenha apresentado diferencas entre o0s
tratamentos, foi importante para se observar que a alta taxa de permanéncia de
folhas primarias, juntamente com a alta taxa de estacas inalteradas e a baixa taxa
de mortalidade, permite realizar com sucesso a conducao deste estudo, realizando

novas avaliagdes dessas estacas.

4.4 Conclusoes

- Estaca coletada de planta matriz em pleno apresenta maiores porcentagens de
estacas inalteradas;

- A formagéao de calo, a ndo permanéncia de folhas primarias e emissao de brotos
afetam negativamente o enraizamento de estacas de material adulto de origem

seminal de erva-mate;

- A formagéao de calo e a permanéncia de folhas primarias afetam o positivamente o
enraizamento de estacas coletadas de matrizes originadas de propagacao

vegetativa;

- Estacas coletadas de matrizes propagadas vegetativamente apresentam maior

enraizamento e maiores comprimentos de raizes.
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5 CAPITULO Il - ENRAIZAMENTO E ACLIMATIZACAO DE
MICROESTACAS DE ERVA-MATE

5.1 Introducao

A erva-mate foi o primeiro produto das exportacdes brasileiras, sendo que a
producéo ainda se constitui em uma das principais fontes de renda para pequenos e
médios produtores da regido de ocorréncia da espécie (LEONTIEV-ORLQOV et al.,
2003). Na propagacao sexuada para plantios comerciais, a producao de mudas de
erva-mate apresenta grandes problemas. A germinacdo sé € possivel apos a
estratificacdo das sementes por até seis meses, devido a dorméncia por imaturidade
embrionaria, pois os embrides permanecem em estagio de coracdo mesmo quando
os frutos estdo maduros (HEUSER; MARIATH, 2000). Além disso, as sementes
possuem germinacao desuniforme e em baixa porcentagem (HIGA, 1982).

A dorméncia das sementes pode ser superada por meio da cultura in vitro de
embrides zigoéticos (HU; FERREIRA, 1990), reduzindo o tempo de germinacao e
tornando a propagacédo mais rapida. Os embrides zigoéticos sdo étimas fontes de
explantes, devido ao alto poder regenerativo em funcdo da natureza juvenil dos
embrides (HU; FERREIRA, 1990; LITZ, 1991; HARTMANN et al., 2002).

A microestaquia é a utilizacdo de plantas in vitro como fonte de propagulos
vegetativos (ASSIS, 1997), que serao posteriormente enraizados em ambiente com
umidade e temperatura controladas (FERRARI et al., 2004a). A microestaquia
diferencia-se da miniestaquia pela origem do material, jA que, na microestaquia, as
cepas originam-se de mudas micropropagadas e, na miniestaquia, as cepas
formam-se pela estaquia convencional ou enxertia (OLIVEIRA et al., 2006).

Algumas vantagens sao apresentadas pela microestaquia em relagdo a
estaquia e a miniestaquia, como maior grau de juvenilidade dos propagulos, o que
aumenta o enraizamento e a qualidade do sistema radicular (ASSIS, 1997), reduz o
tempo de formacédo da muda (IANELLI et al., 1996), aumenta a taxa de crescimento
e sobrevivéncia das mudas no campo (XAVIER et al., 1997) e diminui os gastos

durante a implantagdao (HIGASHI et al., 2000). Esta técnica também apresenta
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desvantagens, como maior sensibilidade das microestacas as condi¢cdes ambientais,
além da dependéncia de laborat6rio de micropropagacao (ASSIS, 1997).

Apoés a poda das microcepas, 0 enraizamento das microestacas pode ocorrer
in vitro ou ex vitro, mas a eliminacao da etapa de enraizamento in vitro é altamente
desejavel sob o aspecto econémico e de qualidade das raizes formada na planta
(COMERIO; XAVIER, 1997). O sistema radicular formado in vitro ndo é funcional
devido a falta de pélos absorventes (DEBERG; MAENE, 1981) e de conexdo
vascular, e também por ndo desenvolverem um cambio secundario apds o periodo
em cultura, sendo necessaria a producao de novas raizes apds a passagem para as
condigdes ex vitro (GEORGE, 1993). Aléem disso, as raizes in vitro sdo sensiveis a
desidratacdo. Quando o explante é transferido para as condigcdes ex vitro,
apresentam altas taxas de transpiracdo e, como os estbmatos geralmente se
encontram abertos (SCHACKEL et al., 1990), podem levar as mudas & morte (DIAZ-
PEREZ et al., 1995).

A utilizagdo do enraizamento ex vitro tende a produzir um sistema radicular
mais completo e funcional. Igualmente, a regeneracao de raizes diretamente no
substrato produz um sistema radicular com maior numero de raizes secundarias sem
a formacao intermediaria de calos (XAVIER et al., 1997). Além disso, 0 uso de
substratos porosos maximiza a producao de raizes secundarias, possibilitando maior
suprimento de agua e nutrientes para a planta (McCLELLAND et al., 1990).

A formacao de raizes adventicias e de gemas em microestacas depende do
processo de desdiferenciacdo de células do propagulo. Essa desdiferenciacéo é a
capacidade que certas células diferenciadas apresentam de iniciar divisdes celulares
e formar um novo ponto de crescimento meristematico. O conhecimento dessas
caracteristicas das células na planta é importante para a definicio das melhores
estratégias de regeneracao da espécie (HARTMANN et al., 1997).

O enraizamento de microestacas também ¢é influenciado por fatores exégenos
e enddgenos, como luz, umidade e temperatura, tipo de propagulo e seu estadio
fisiolégico, (GOMES, 1987; MALAVASI, 1994) e a espécie ou o clone utilizado
(CHALFUN, 1989).

Os objetivos deste trabalho foram testar doses de AIB e substratos no
enraizamento e aclimatizacdo de microestacas de erva-mate, oriundas do cultivo de

embrides visando a formacgao de jardins miniclonais.
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5.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Melhoramento e
Propagacédo Vegetativa de Plantas do Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Santa Maria.

As microcepas foram formadas a partir de sementes excisadas, seguindo
protocolo de Horbach (2008). Em camara de fluxo laminar, os brotos foram
coletados das microcepas mantidas in vitro e entdo padronizados para o
comprimento de 1 cm, com um segmento nodal por microestaca e um par de folhas
cortadas pela metade. Apds os tratamentos, as microestacas foram plantadas
individualmente em copos plasticos drenados, com substrato utilizado esterilizado
em autoclave por uma hora. Os copos plasticos com as microestacas foram
mantidos em bandejas fechadas com filme plastico, em sala de incubacdo com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C. As irrigacbes aconteceram
diariamente com agua destilada e, a cada dois dias, com sais de MS.

As microestacas foram avaliadas quanto a porcentagem de microestacas
inalteradas (parametro escolhido para estimar as microestacas que nao enraizaram,
nao formaram calos nem brotos, mas permaneceram vivas), de formacéao de calos,
de enraizamento e de mortalidade, numero de raizes, comprimento de raizes,
tamanho total da microestaca, biomassa radicular (comprimento médio de raizes
multiplicado pelo nimero de raizes) e numero de folhas dos brotos.

Os experimentos consistiram em cinco repeticbes e quatro plantas por
repeticdo Os dados foram submetidos a analise da varidncia ou andlise de
regressao com o auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences 7.5
para Windows (SPSS Inc. Chicago II).

5.2.1 AIB no enraizamento de microestacas de erva-mate

O experimento foi conduzido no periodo de junho a outubro de 2008. Apds
preparadas conforme descrito anteriormente, a base das microestacas foi imersa por

10 s em solucéo de AIB diluido em solugéo alcodlica na proporcao de 50% e entao
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plantadas em substrato comercial a base de turfa. Foram avaliadas as
concentragdes de 0, 250, 500, 1.000 e 2.000 mg L™ de AIB.

As microestacas foram avaliadas aos 30 dias quanto a porcentagem de
microestacas inalteradas, mortalidade, formacao de calo, enraizamento, niumero de
raizes, comprimento de raizes e permanéncia das folhas primarias. Aos 120 dias,
avaliaram-se a porcentagem de microestacas inalteradas, a mortalidade, o calo, o
enraizamento, o tamanho total das estacas, o numero de folhas emitidas e o

comprimento da maior raiz.

5.2.2 Substrato no enraizamento de microestacas de erva-mate

O experimento foi conduzido no periodo de outubro a dezembro de 2008.
Apos preparadas conforme descrito anteriormente, a base das microestacas foi
imersa por 10 s em solugdo de 1.000 mg L' de AIB diluido em solucdo alcodlica na
proporcdo de 50% e entdo plantadas em cinco substratos (areia de granulometria
média, casca de arroz carbonizada, vermiculita de granulometria média, fibra de
coco comercial e substrato comercial a base de casca de pinus).

Aos 30 dias, as microestacas foram avaliadas quanto porcentagem de
microestacas inalteradas, a mortalidade, presenca de calo, enraizamento, nimero
de raizes e comprimento de raizes e biomassa.radicular. Aos 60 dias, foram
avaliados a porcentagem de estacas inalteradas, a mortalidade, o calo, o
enraizamento, o comprimento da maior raiz € o comprimento total da microestaca.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

5.3 Resultados e discussao
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5.3.1 AIB no enraizamento de microestacas de erva-mate

Na avaliacdo dos 30 dias, ndo houve efeito de concentracdes de AIB somente
para a mortalidade das microestacas. Para os demais parametros avaliados, o ponto
de maxima eficiéncia técnica foi aproximadamente a dose de 1.000 mg L™ de AIB,
sendo a maior dose obtida para a porcentagem de enraizamento (1.261 mg L"), e a
menor dose para a média de comprimento de raizes (1.070 mg L”). O intercepto
(constante bp) ndo foi significativo para os parametros porcentagem de enraizamento
e de calo, numero de raizes e tamanho médio de raiz, sendo entdo retirado da
analise de regressao (Figura 3). Ocorreu uma relagao inversa entre a porcentagem
de microestacas inalteradas e os demais parametros avaliados, pois, quanto maior
era a formacgéo de calos, o enraizamento, o numero de raizes e o tamanho médio de

raizes menor era a proporcao de microestacas inalteradas.
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Figura 3 — ParAmetros observados no enraizamento de microestacas de erva-mate com diferentes
doses de AIB (0, 250, 1.000, 1.500 e 2.000 mg L'1) em avaliagao aos 30 dias. Porcentagem de calo
(A), de sobrevivéncia (A), de enraizamento (B), nimero de raizes (C) e tamanho médio de raizes (D).
Santa Maria, RS, 2008.
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As microestacas ndo enraizaram quando nao foram tratadas com AIB, além
de ter ocorrido o seu escurecimento (oxidacao). Esse mesmo tratamento apresentou
a maior taxa de microestacas inalteradas (50%) e mortalidade (40%) e a menor
porcentagem de formacao de calo (10%). O inverso ocorreu no tratamento com a
concentragdo de 1.000 mg L' de AIB, apresentando a menor porcentagem de
microestacas inalteradas (15%) e de mortalidade (10%), mas a maior taxa de
formacao de calo (50%).

A dose de 2.000 mg L' de AIB indicou um possivel efeito de fitotoxidez, pelo
fato de que algumas plantas deste tratamento apresentaram escurecimento na base
das microestacas, interferindo na formacdo de raizes e na emissdo de brotos.
Também, algumas microestacas tratadas com 250, 1.000 e 2.000 mg L' de AIB
apresentaram geotropismo positivo, mas sem interferéncia no enraizamento e
emissdo de brotos nas microestacas. Nesta primeira avaliagdo, as microestacas
apresentaram média de mortalidade de apenas 20%, média de formacao de calo de
32%, media de enraizamento de 29% e 33% de microestacas inalteradas.

Na avaliacdo realizada aos 120 dias, todos os parametros foram explicados
pelos efeitos dos tratamentos avaliados. A porcentagem de enraizamento foi de
100% e a porcentagem de microestacas inalteradas foi nula, pois todos os
individuos vivos avaliados estavam enraizados. O intercepto ndo foi significativo
para o parametro comprimento da maior raiz, nimero de folhas dos brotos e
tamanho total da estaca, sendo entéo retirado da andlise de regressao (Figura 4). O
ponto de maxima eficiéncia de concentracao de AIB continuou em torno de 1.000 mg
L™, com a maior dose para o parametro niimero de folhas dos brotos (1.108 mg L™),
enquanto a menor dose foi encontrada para o parametro porcentagem de
mortalidade (1.078 mg L'). A porcentagem de mortalidade apresentou um
comportamento inversamente proporcional aos demais parametros avaliados, pois,
quanto menor a mortalidade, maior o comprimento de raiz e tamanho total da

microestaca, além de maior nimero de folhas nos brotos por microestacas.
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Figura 4 — ParAmetros observados no enraizamento de microestacas de erva-mate com diferentes
concentracdes de AIB (0, 250, 1.000, 1.500 e 2.000 mg L") em avaliagcdo aos 120 dias. Comprimento
da maior raiz (A), tamanho total da microestaca (B), porcentagem de mortalidade (C) e nimero de
folhas dos brotos (D). Santa Maria, RS, 2008.

As microestacas nao apresentaram mais geotropismo positivo nesta
avaliacao, mostrando que elas ndo tiveram seu crescimento comprometido.

Devido ao rejuvenescimento dos tecidos produzidos pela micropropagacao, a
microestaquia possibilita consideraveis ganhos quando comparada com a estaquia
convencional e a miniestaquia, como aumento nos indices de enraizamento (TITON
et al., 2003), melhor qualidade do sistema radicular (ASSIS, 1997) e maior
velocidade de emissao de raizes. Como a porcentagem de microestacas inalteradas
avalia os individuos que nao se desenvolveram (ndo enraizaram, ndo emitiram calos
nem a parte aérea), pode-se afirmar que a taxa de microestacas inalteradas esta
relacionada inversamente com a taxa e a velocidade de enraizamento das
microestacas. Portanto, conforme ocorreu neste estudo, na microestaquia, a baixa
ou nula taxa de microestacas inalteradas é desejavel e esperada. Este resultado
mostra também que o desenvolvimento radicular anterior a formacao da parte aérea
das microestacas parece influenciar positivamente na qualidade da microestaca

formada.
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As microestacas que n&o foram tratadas com AIB apresentaram a menor
média de tamanho total de microestacas (0,28 cm), os menores numero de folhas
médio por broto (0,6 brotos), os menores comprimentos médios da maior raiz (0,175
cm), mas apresentaram a maior mortalidade (90%). Da mesma forma, o tratamento
de 1.000 mg L' de AIB proporcionou os maiores valores para o tamanho total das
microestacas (2,25 cm), o maior numero de folhas dos brotos (6,8 folhas por
microestaca), os maiores comprimentos médios da maior raiz (2,8 cm), mas
apresentou a menor mortalidade (35%).

Nessa avaliacdo, o tamanho médio da maior raiz foi de 1,01 cm e os brotos
emitiram uma média de 3,4 folhas por microestacas, mas a taxa de mortalidade
média subiu para 65%. Esses resultados sugerem que a avaliagcdo aos 120 dias foi
importante para estimar o potencial de crescimento das microestacas.
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&

igura 5 — Aspecto das microstacas aos 120 dias: microestacas plantadas em copos plasticos
drenados (A), microestacas mortas (B) e vivas (C), microestacas enraizadas (D, E, F, H, |) e formagéo
de calo em microestaca (G). Santa Maria, RS, 2008.

Para algumas espécies, o uso de fitoreguladores na microestaquia ndao tem
sido indicado (ASSIS et al., 1992; XAVIER; COMERIO, 1996; ASSIS, 1997).
Fortalecendo essa afirmagé&o, o crescimento de microestacas de Eucalyptus grandis
nao foi influenciado pelo uso de AIB (TITON et al.,, 2003). Em outro estudo com
eucalipto, doses de 0 a 2.000 mg L' de AIB ndo variaram a porcentagem de
enraizamento de microestacas (TITON, 2001). Da mesma forma, na aclimatizacao
ex vitro de bromélia (Dyckia distachya Hassler), a taxa de enraizamento e o tamanho
das raizes nao foram influenciados pelo AIB (POMPELLI; GUERRA, 2006). Neste
experimento, a aplicagdo de AIB contribuiu para o enraizamento e o crescimento da
parte aérea das microestacas. Em microestacas apicais de mirtilo (Vaccinium ashey
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Reade), a aplicagdo de 2.000 mg L' de AIB foi necessaria para o enraizamento
(SCHUCH et al., 2007). O uso de 500 mg L de AIB também foi importante para o
sucesso no enraizamento ex vitro de maca (Malus pumila), podendo utilizar até
1.000 mg L™ (PEDROTTI; VOLTOLINI, 2001).

Nas duas avaliagdes, a concentragdo de 2.000 mg L™ de AIB parece ter sido
toxica para as microestacas, pois afetou o desenvolvimento da parte radicular e o
crescimento da parte aérea das microestacas. Ratificando este resultado, no
enraizamento ex vitro de maga, doses superiores a 1.000 mg L™ de AIB inibiram o
enraizamento devido a um periodo maior de exposicdo auxina na base das
microestacas (PEDROTTI; VOLTOLINI, 2001).

Alguns trabalhos demonstram a viabilidade da técnica de microestaquia em
relacdo a estaquia convencional e a miniestaquia. Clones de eucalipto com
dificuldade de enraizamento mostraram resultados superiores na microestaquia do
que na miniestaquia (TITON, 2001). Com a microestaquia, evita-se a manipulacéao
de plantas de raiz nua além de reduzir o periodo de formagao da muda (XAVIER,;
COMERIO, 1997). A superioridade de desempenho de microestacas &
provavelmente decorrente do rejuvenescimento obtido pela micropropagacao
(TITON et al., 2003).

Neste estudo, a concentracdo de maxima eficiéncia técnica manteve-se ao
redor de 1.000 mg L' de AIB nas duas avaliaces. Além disso, ndo houve
enraizamento das microestacas sem o tratamento com AIB. Ja a concentracdo de

2.000 mg L™ de AIB apresentou problemas de fitotoxidez as microestacas.

5.3.2 Substrato no enraizamento de microestacas de erva-mate

Na avaliacdo aos 30 dias, a vermiculita apresentou 100% de mortalidade e,
devido a esse fato, esse tratamento foi retirado das andlises estatisticas. Houve
diferenga significativa entre os tratamentos na porcentagem de enraizamento e no
comprimento médio de raizes (Tabela 7). A porcentagem de microestacas
inalteradas, de mortalidade e de calo, o nimero de raizes por microestaca e a
biomassa nao foram explicados pelos tratamentos. A taxa de enraizamento e o

comprimento de raizes foram superiores quando microestacas foram plantadas no
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substrato casca de arroz carbonizada, embora nao diferiu estatisticamente do
substrato comercial e da fibra de coco. No sentido oposto, microestacas plantadas
em substrato areia apresentaram as menores taxas de enraizamento e juntamente
com a fibra de coco apresentou o menor comprimento médio de raizes dentre os

substratos avaliados.

Tabela 7 - Porcentagem de enraizamento e comprimento médio de raiz de microestacas de erva-
mate utilizando diferentes substratos, aos 30 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2008.

Substrato Enraizamento (%) Comprimento médio de raiz (cm)
Areia 5 b* 0,05 b
Casca de arroz 45 a 0,67 a
Substrato comercial 20 ab 0,36 ab
Fibra de coco 10 ab 0,06 b

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade de erro.

O substrato areia apresentou 0 menor nimero médio de raiz por microestaca
(0,5 cm), a maior taxa de mortalidade e a menor biomassa radicular, mas a presenca
de calo foi nula, além de apresentar a maior porcentagem de microestacas
inalteradas entre os substratos avaliados (30%) (dados nao apresentados). Além de
o substrato casca de arroz carbonizada ter apresentado o maior enraizamento e o
maior comprimento médio de raiz, apresentou também o maior nimero de raizes e a
maior biomassa radicular. O tratamento também apresentou a menor porcentagem
de mortalidade de microestacas (5%), e a formacédo de calo foi a maior dentre os
tratamentos (55%). No substrato fibra de coco, a taxa de microestacas inalteradas
foi nula, e a taxa de mortalidade foi a maior apresentada no estudo (45%);
entretanto, juntamente com a casca de arroz, apresentou a maior formacao de calo
do experimento (55%).

Portanto, a casca de arroz carbonizada apresentou resultados significativos
de enraizamento e de comprimento médio de raiz e os maiores resultados nos
parametros avaliados para o crescimento de microestacas de erva-mate. Como o
enraizamento apresentou uma relacdo direta com a presenca de calos, a sua
formagao parece ter contribuido no enraizamento das microestacas, nesta primeira

avaliacao.
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Na avaliagdo aos 60 dias, houve diferenga significativa entre os tratamentos
em todos os parametros avaliados, com excecdo da porcentagem de estacas
inalteradas (Tabela 8). A casca de arroz carbonizada atingiu a maior porcentagem
de enraizamento entre o0s substratos avaliados, embora ndo tenha diferido
estatisticamente do substrato comercial. As microestacas plantadas em casca de
arroz carbonizada apresentaram o maior comprimento da maior raiz, a menor
porcentagem de mortalidade e, juntamente com o substrato comercial, apresentaram
a maior taxa de emissao de calos entre os tratamentos avaliados. O substrato areia
novamente apresentou a menor taxa de enraizamento dentre os substratos

avaliados.

Tabela 8 - Porcentagem de enraizamento, calo, mortalidade e comprimento da maior raiz de
microestacas de erva-mate utilizando diferentes substratos, aos 60 dias de cultivo.
Santa Maria, RS, 2008.

Substrato Enraizamento (%) Calo (%)

Areia 5 b* Ob

Casca de arroz 60 a 50 a
Substrato comercial 25ab 50 a

Fibra de coco 15b 35 ab

Mortalidade (%) Comp. maior raiz (cm)

Areia 75a 0,08 b

Casca de arroz 25¢c 3,23 a
Substrato comercial 30 bc 1,0 ab

Fibra de coco 65 ab 0,37 b

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade de erro.

Esses resultados confirmam a avaliacdo aos 30 dias porque, embora estes s6
tenham explicado significativamente na segunda avaliagdo, o substrato casca de
arroz apresentou, em ambas, a menor taxa de mortalidade e o maior valor de
porcentagem de calo. Em analogia, o substrato areia também apresentou, em
ambas as avaliacbes, a maior mortalidade e presenca nula de calo nas
microestacas. Embora o substrato comercial tenha apresentado a mesma

porcentagem de presenca de calo que o substrato casca de arroz, este nao
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apresentou boas taxas de enraizamento, além de inferiores comprimentos de raizes
e alta taxa de mortalidade.

Para o enraizamento ex vitro de macieira (Malus prunifolia), a casca de arroz
carbonizada mostrou-se eficiente (MACIEL et al., 2002). Na aclimatizagéo in vitro de
erva-mate, a vermiculita foi o substrato de menor eficiéncia para a planta,
confirmando os resultados encontrados neste estudo para a aclimatizacdo ex vitro
da espécie. Entretanto, experimento de aclimatizacao in vitro apontou a fibra de coco
ou areia como substratos eficientes (HORBACH, 2008). Testando outros substratos
na aclimatizacdo de mudas de marmeleiro (Cydonia oblonga), como o substrato
solo, ocorreu a morte total das mudas pela podridao no colo (ERIG et al., 2004). Na
microestaquia de mirtilo, o substrato comercial a base de casca de pinus apresentou
taxa de sobrevivéncia estatisticamente superior em relacdo a areia, relacionando
esses resultados com a temperatura do ar e a umidade do substrato (SCHUCH et
al., 2007).

Para o sucesso da microestaquia, tdo importante e necessario quanto o
enraizamento, é o crescimento de varias raizes na planta. Mesmo com taxa de 85%
de enraizamento, a microestaquia de bromélia foi considerada ineficiente devido ao
baixo numero de raizes formadas, ja que ndo houve sobrevivéncia nas microestacas
quando nao possuiam raizes (POMPELLI; GUERRA, 2006). Para a aclimatizagao ex
vitro de microestacas, 0 uso de substratos porosos auxilia na produgcdo de um maior
namero de raizes secundarias novas. Isto porque esses substratos fornecem
condicdes fisicas e nutricionais adequadas, além do controle da transpiragdo (DIAZ-
PEREZ et al., 1995) e da perda de agua pelas células (SUTTER, 1988),
possibilitando maior exploragdo pelas raizes de agua e nutrientes (DIAZ-PEREZ et
al., 1995). A porosidade, a capacidade de retencdo de agua e o fornecimento de
nutrientes, além da aeragdo, determinam a arquitetura do sistema radicular e o
posterior crescimento da planta (WRAIGTH; WRAIGHT, 1998). Como o substrato
areia possui baixa porosidade (SCHUCH et al., 2007), os resultados deste
experimento confirmam a importancia dessas caracteristicas no enraizamento ex
vitro de erva-mate.

O aporte de nutrientes dos substratos utilizados é outro aspecto importante a
ser verificado. Substratos com menores teores de nutrientes proporcionaram
maiores comprimentos das raizes em microestacas (LE; COLLET, 1991). Essa
condicao obriga a planta a deslocar maiores quantidades de carboidratos para o
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crescimento das raizes, a fim de garantir um maior suprimento de agua e nutrientes
(DIAZ-PEREZ et al., 1995). Além dessas caracteristicas dos substratos, a condicdo
fisiolégica do gendétipo utilizado tera influéncia no tempo necessario para a indugao
de raizes em microestacas (LE; COLLET, 1991). Um dos entraves da
micropropagagdo € o crescimento das plantas capazes de sobreviver fora dos
frascos de cultura, pois a maioria dessas plantas sofre desidratacdo durante os
primeiros dias de aclimatizagdo, devido a falta de adaptacdo ao novo ambiente
(MALDA et al.,, 1999). Por esse motivo, muitas plantas micropropagadas nao
sobrevivem quando transferidas para condicées ex vitro (PREECE; SUTTER, 1991).
Confirmando esse problema da aclimatizacao in vitro, foi observado que o sistema
radicular de morangueiro formado in vitro possuia somente raizes principais, que
eram finas e frageis e quebravam facilmente durante a retirada do meio nutritivo de
cultivo para o plantio no substrato (BORKOWSKA, 2001).

Também é importante a utilizacdo de substratos que permitam o controle de
incidéncia de patdgenos nas microestacas. A areia, a vermiculita, a fibra de coco, a
casca de arroz carbonizada e o substrato comercial podem ser autoclavados e
esterilizados, auxiliando no controle da contaminacdo de microestacas. Portanto,
todos os substratos testados sdo adequados para a aclimatizacdo das microestacas.

Em sintese, a utilizacdo da técnica de microestaquia representa uma
consideravel reducdo de custos de mao-de-obra e infra-estrutura, tanto em
laboratério quanto em viveiro. Além disso, a utilizagdo de explantes de menor
tamanho, além de eliminar a etapa de enraizamento in vitro, representa uma
economia de espaco durante o enraizamento das microestacas. Da mesma maneira,
a manutencgao de microcepas de louro-pardo (Cordia trichotoma Vell.) possibilitou a
obtencdo de até sete explantes em duas coletas de microestacas (FICK, 2007),
aumentando o numero de microestacas formadas em cada coleta.

Neste experimento, o uso da vermiculita como substrato para a climatizacao
de microestacas nao foi eficiente. O substrato areia também nao apresentou bons
resultados para o crescimento de microestacas. Ja a casca de arroz carbonizada
apresentou boas condi¢cdes para o enraizamento e crescimento de microestacas de

erva-mate na aclimatizacédo e enraizamento ex vitro.
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5.4 Conclusoes

- A concentracgdo de 1.000 mg L™ de AIB ¢ eficiente para o enraizamento ex vitro e o

crescimento de microestacas aclimatizadas.

- Microestacas de erva-mate podem ser aclimatizadas e enraizadas ex vitro em
substrato casca de arroz carbonizada ou substrato comercial a base de casca de

pinus.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A propagacdo de plantas adultas de erva-mate € viavel, embora o
enraizamento diminua de acordo com o aumento de idade da planta matriz. O
enraizamento da estaca é afetado positiva ou negativamente pela presenca de calo,
das folhas primarias e pela emissao de brotos, dependendo da origem do material e
do grau de rejuvenescimento da estaca. Plantas matrizes em pleno sol tiveram o
desenvolvimento de suas folhas e frutos influenciados positivamente, mas estacas
de plantas matrizes masculinas sombreadas tenderam & melhores resultados de
crescimento de estaca. A origem da planta matriz também afetou o enraizamento,
sendo que matrizes de origem de propagacao vegetativa apresentaram crescimento
de estacas superior as estacas retiradas de matrizes propagadas via semente.

Durante a aclimatizacao de erva-mate, o uso de AIB é necessario e a dose de
1.000 mg L™ é eficiente para o enraizamento de microestacas. O tipo de substrato
utilizado na microestaquia também tem importdncia, sendo que o substrato
vermiculita ndo € indicado para essa técnica, e 0 substrato casca de arroz
carbonizada e substrato comercial a base de casca de pinus sao eficientes para o

enraizamento de microestacas juntamente com a aclimatizacao.
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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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