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RESUMO

Considerando a dificuldade de obtencdo de mudas de erva-mate por sementes, a
micropropagagado apresenta-se como uma alternativa para a producéo de plantas selecionadas. O
presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Micropropagagéo Vegetal da Universidade
Federal do Parana, durante os anos de 1991 e 1992, com o objetivo de se estabelecer um
protocolo de micropropagagdo para a erva-mate. Segmentos nodais foram desinfestados em
solugéo de 0,50 ou 0,75% de NaOCI durante 5, 10 ou 15 min. A desinfestagéo das brotacdes foi
eficiente com 0,75% de NaOCI por 10 min, onde se obteve 20,1% de contaminagdo, 5,7% de
oxidagado e 72,9% de sobrevivéncia dos explantes. Na obtencéo de brotagées multiplas testou-se a
adicdo de auxina (AlB) combinada com citocinina (BAP) nos meios MS e WPM durante trés
subcultivos. A permanéncia de brotagbes durante trés subcultivos no mesmo meio de cultura
(WPM + 8.87 uM BAP) proporcionou a maior taxa de multiplicagéo (3,75 brotagdes/explante). O
enraizamento foi avaliado em duas fases (indugéo e alongamento das raizes) durante 12 + 18 dias
e em fase Unica durante 30 dias, empregou-se diferentes concentragées de AIB no meio WPM/2 e
meio WPM/2 + 1g.L" de carvdo ativado. O enraizamento em duas fases proporcionou melhor
enraizamento (86,2%) com um numero médio de 8,2 raizes/explante. As mudas enraizadas
tiveram bom desenvolvimento apds o transplante para a terra.
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ABSTRACT

Considering the fact that is difficult to obtain stocks from erva-mate (llex paraguariensis
St. Hil.) by seeds, microprogation is recommended as an alternative for selected plant production.
This work was carried out in the Plant Micropropagation Laboratory at the Universidade Federal do
Parana in 1991 and 1992 to establish a micropropagation protocol for erva-mate. Nodal segments
were desinfested in a 0.50 or 0.75% NaOCI solution during 5, 10 or 15 min. Efficient shoot
desinfestation was achieved with 0.75% NaOCI solution for 10 min, showed 20.1% contamination,
5.7% oxidation and 72.9% of the nodal segments survival. In the multiplication phase IBA and BAP
combinations were tested in WPM and MS media in three subcultures. Maximum shoot
regeneration was achieved when nodal segments were maintained in the three subcultures. The
greatest proliferation rate (3.75 shoots/explant) was in WPM + 8.87 uM BAP. Rooting was
evaluated in two steps (induction and elongation of roots) during 12 + 18 days and in one step
during 30 days, with different concentrations of IBA in WPM/2 and WPM/2 + 19.L" of actived
charcoal. The two steps root formation provided the greatest rooting (86.2%) and number of
8.2 roots/shoot. Development was good in plantlets rooted.
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INTRODUGAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) &
uma espécie nativa de Brasil, Bolivia, Paraguai,
Uruguai e Argentina. Sua area de ocorréncia no
Brasil corresponde aos estados de Mato Grosso,
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul [5]. Apesar de ser utilizada ha muito tempo na
forma de cha-mate e chimarrdo, o conhecimento da
biologia desta espécie é ainda insuficiente. Essa
espécie, como todas as outras componentes da
floresta nativa paranaense, teve seu numero
reduzido em grandes proporgbes devido a
devastacao. A exploragdo madeireira e
principalmente o desmatamento para a expansao da
agricultura diminuiram sensivelmente a cobertura
vegetal [14].

Os problemas com os quais se depara o
cultivo mediante sementes sdo a produgdo de
plantas muito heterogéneas, o baixo poder
germinativo das sementes e o tempo
excessivamente longo de sua germinagdo. O
género llex tem sementes dormentes por
imaturidade embrionaria [12]. Sendo assim, o
emprego de técnicas de multiplicacdo vegetativa
apresenta-se como alternativa para a propagacao de
plantas selecionadas.

Na ultima década tem havido avangos
significativos no desenvolvimento da cultura de
tecidos, especialmente de espécies lenhosas [2].
Rey e Mroginski [21] obtiveram a regeneragdo de
erva-mate pelo cultivo in vitro a partir de segmentos
nodais, com enraizamento de 50% das brotagdes.
Cunha [3] e Ferreira et al [6] testaram a germinagéo
de embrides de erva-mate cultivados in vitro. Rey et
al [22] também testaram meios de cultura para o
estabelecimento, in vitro, de explantes de erva-mate
a partir de segmentos nodais, explantes foliares e
cultura de células. Mais recentemente, Sansberro et
al [26] obtiveram a regeneracao de erva-mate in vitro
a partir de segmentos nodais e meristema apical e
verificaram uma taxa de enraizamento de 60%.
Entretanto, ainda existem aspectos que devem ser
investigados com o objetivo de melhorar a eficiéncia
dessa técnica por meio do estudo de alguns fatores
envolvidos nas etapas de desinfestagdo, obtengao
de brotagdes miultiplas e enraizamento dessa
espécie.

METODOLOGIA

Obtencéao dos explantes

Como fonte de explantes utilizaram-se 350
mudas de erva-mate com dois anos de idade. As
mudas matrizes foram mantidas em casa de
vegetagdo climatizada, instalada no Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana. As mudas receberam pulverizagdes
semanais com o fungicida benomyl na concentracdo
de 2 g.L'1 por aplicagdo durante todo o periodo de
coleta de explantes (1991 e 1992).

Desinfestagao e isolamento do material vegetal

As brotagbes coletadas em casa de
vegetacdo foram cortadas e as folhas retiradas,
lavadas em agua com detergente e enxaguadas.
Em seguida foram transferidas para uma solugdo de
NaOCI (5% de Cl livre) nas concentragdes de 0,50 e
0,75% com 0,01% de tween 20. Posteriormente,
procedeu-se a lavagem dos explantes em agua

deionizada e esteriizada por quatro vezes,
permanecendo os explantes imersos até o
isolamento. As brotagdes foram cortadas em

segmentos com aproximadamente 3 cm e inoculadas
em tubo de ensaio contendo o meio basico MS [19] e
transferidas para sala de incubagdo. Esse experimento
foi realizado no més de setembro, utilizando-se
70 explantes/tratamento. Apés um més foram
avaliadas as percentagens de sobrevivéncia,
oxidagdo e contaminagao por fungos e bactérias.

Condigoes ambientais das culturas

Nas fases de isolamento, obtencdo de
brotacdes multiplas e enraizamento, as -culturas
foram mantidas em sala de incubagdo, com controle
de temperatura (25 + 2°C), fotoperiodo (16 h) e
intensidade luminosa (25 n E s'm '2).

Obtencédo de brotagdes muiltiplas

Os explantes utilizados foram brotagdes sub-
apicais oriundas da fase de isolamento e que
apresentavam 2 a 3 cm de comprimento. O numero de
amostras variou entre 15 e 40 explantes/tratamento.
Os tratamentos consistiram de combinagdes de BAP
(8,87 uM) e AIB (0; 0,24; 0,98 e 1,48 uM) nos meios
MS e WPM (17) durante trés subcultivos. As
culturas foram avaliadas apds 30, 60 e 90 dias com
relagio ao numero de brotagdes multiplas e
aproveitaveis (> 0,5 cm) por explante. As taxas de
multiplicagdo foram avaliadas pelo teste de Kruskal-
Wallis (Kw) e analise de regressao.

Enraizamento e transplante das mudas

Foram utilizadas brotacdes de 2 a 3 cm de
comprimento com a extremidade basal cortada em
forma de cunha. O meio de cultura escolhido foi
WPM/2, variando-se as concentragbes de AIB (0;
14,7; 19,6 e 24,6 u M) e ao final de 30 dias avaliou-
se 0 enraizamento. Também se testou o
enraizamento em duas fases no meio WPM/2. Na
12 fase (indugdo) foi adicionado 0; 14,7; 19,6 e
24,6 uM de AIB e na 2?2 fase (desenvolvimento) foi
acrescentado ao meio basico 1g.L'1 de carvéo
ativado. As brotagbes foram mantidas em meio de
indugdo durante 12 dias e transferidas para meio de
desenvolvimento por 18 dias. O numero de
amostras foi de 30 explantes/tratamento e os dados
resultantes foram avaliados pelo teste de Kruskall-
Wallis e andlise de regressdo por meio de



polinémios ortogonais. Avaliou-se também o
numero médio de raizes/explante.

Apos 30 dias as raizes foram lavadas em
agua e cortadas. O transplantio foi feito em bandeja
de semeadura com terra e as mudas irrigadas
diariamente até quatro vezes durante os sete
primeiros dias. Esse procedimento foi realizado em

casa de vegetacéao climatizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desinfestagao e isolamento
a) Contaminacéo

A imersdo dos explantes durante 15 min em

solugdo de NaOCI a 0,75%, foi o tratamento mais
efetivo para a desinfestagédo, resultando em taxas
médias de contaminagao de 14,2% para bactérias e
5,7% para fungos. Esse resultado €& similar ao
verificado para 10 min com a mesma concentragao
de NaOCI (Tabela 1). Em todos os tratamentos a
contaminagéo por bactérias foi maior em relagdo a
contaminagdo fungica. A condicdo fitossanitaria da
planta matriz é importante na medida em que ira
determinar a facilidade de se descontaminar o
explante durante o isolamento [1, 16]. A utilizagdo
de benomyl durante todo o periodo que antecedeu
ao isolamento, certamente reduziu a contaminagéo
fungica, cuja redugdo, também foi obtida por
Haldeman et al, 1987 [10]. Rey et al, 1991 [22]
também salientam as dificuldades da implantagcéo de
cultivos de erva-mate devido a contaminagdo por
fungos e bactérias.

TABELA 1 - Efeito da concentragdo de hipoclorito de sddio e periodo de exposi¢cdo na desinfestacdo de
explantes nodais de llex paraguariensis St. Hil, Curitiba, PR, 1991/92

Tratamentos NaOCI Periodo de Contaminagéo Oxidagdo Sobrevivéncia

(%) Exposicéo (min)  Bactéria (%) Fungo (%) (%) (%)
1 0,50 5 40,0 11,4 1,4 47,2
2 0,50 10 24,2 7.1 2,8 65,9
3 0,50 15 17,1 71 7.1 68,7
4 0,75 5 35,7 10,0 1,4 52,9
5 0,75 10 15,7 57 57 72,9
6 0,75 15 14,2 57 11,4 68,7

b) Oxidagao considerados inadequados para as demais etapas in

A imersédo dos explantes durante 15 min em
solugdo de NaOCI a 0,75% promoveu a maior taxa
de oxidacdo (11,4%). As menores percentagens
(1,4%) foram obtidas com os tratamentos 1 e 4 onde
o tempo de exposi¢cdo ao agente desinfestante foi
menor (Tabela 1). De acordo com George, 1993 [7],
a concentracdo e o tempo de exposicdo aos
desinfestantes dependem do material vegetal e
diferentes partes da planta apresentam respostas
variadas quanto a sensibilidade dos tecidos. Uma
desinfestagao eficiente elimina os microorganismos
€ nao causa danos ou morte aos tecidos. Apés a
desinfestacdo os explantes foram imersos em agua
deionizada e esteriizada e, em seguida foram
inoculados em tubo de ensaio apds excisdo, em
agdo rapida, reduzindo dessa forma o tempo de
contato com o ar. Essas foram medidas que
certamente reduziram os percentuais de oxidagao
nesse trabalho.

c) Sobrevivéncia

Os melhores resultados foram obtidos em
0,50 ou 0,75% de NaOCIl durante os maiores
periodos de exposigdo (10 e 15 min) com valores
muito préximos (72,9 e 68,7%), conforme a
Tabela1. Os indices de sobrevivéncia estiveram
diretamente relacionados aos de contaminagéo,
visto que os explantes contaminados foram

vitro. Devido aos baixos indices de oxidagdo, esta
ndo teve grande influéncia nas taxas de
sobrevivéncia.

Obtengao de brotagdes muiltiplas

O tratamento que propiciou o maior indice de
brotagbes multiplas de erva-mate foi 8,87 uM de
BAP no meio WPM apds 3 subcultivos, com média
de 3,75 brotagbes/explante (Tabela 2). Nao houve
diferencga significativa para os meios de cultura MS e
WPM (Teste KW, H = 1.33). Sansberro et al.,
1999 [26] obtiveram a regeneracdo de brotacdes de
erva-mate em meio MS/4 na auséncia de
reguladores de crescimento. Entretanto, o meio de
cultura contendo BA produziu média de quatro
brotacdes por explante. Tang et al, 1996 [27]
verificaram para Alnus cremastogyne que o meio
WPM foi eficiente para todas as etapas da
micropropagagao.

Os meios de cultura utilizados para a
obtengdo de brotagbes multiplas podem conter
baixas dosagens de auxina, a qual pode estimular o
crescimento [2]. As concentracdes de AIB
adicionadas, mostraram efeitos diferentes para os
meios MS e WPM para todos os subcultivos. O meio
WPM acrescido de BAP e na auséncia de auxina
apresentou um numero médio de brotagbes maior do
que quando se adicionou AIB (F=9,16).
Contrariamente, no meio MS se observou uma



TABELA 2 - Numero médio de brotagdes de llex paraguariensis St. Hil., cultivadas in vitro nos meios WPM e MS,
acrescidos de 8,87 uM de BAP e submetidos a s concentragdes de AIB (0; 0,24; 0,98 e 1,48 uM) em

trés subcultivos, Curitiba, PR, 1991/92

Subcultivo\AIB WPM MS

0,00 0,24 0,98 1,48 0,00 0,24 0,98 1,48

1 2,77 2,73 2,52 2,45 2,43 2,50 2,66 2,71

(35) (30) (36) (40) (39) (20) (30) (35)

2 3,21 3,20 2,93 2,89 2,85 2,75 3,20 3,25

(32) (29) (32) (38) (34) (16) (24) (31)

3 3,75 3,70 3,25 3,17 2,81 2,86 3,29 3,35

(28) (27) (31) (35) (32) (15) (24) (31)
Média 3,2105 3,1977 2,8889 2,823 2,6857 2,6863 3,0256 3,0928
Desvio Padrio 1,2956 1,2539 1,068 0,928 0,964 0,9485 1,0565 10,9138

N2 95 86 99 113 105 51 78 97

Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de explantes avaliados.

N = Tamanho da amostra. (Kruskal-Wallis e analise de regressao)

tendéncia de aumento no nimero de brotagbes com
o0 aumento das concentragdes de AIB (F =12,17).
Esse resultado inverso entre os meios MS e WPM
pode ser atribuido a composicdo diferente desses
meios de cultura. Mc Cown e Sellmer, 1987 [18]
afrmam que o efeito dos reguladores de
crescimento pode ser modificado em fungcdo do meio
de cultura utilizado. O meio WPM é uma formulagao
mais diluida de minerais quando comparada a do
meio MS, sendo que uma das principais diferengas
entre elas diz respeito aos teores de nitrogénio. A
formulagdo salina WPM apresenta na sua
composicdo menor concentragdo de nitrogénio e
potassio e menor forga idnica total [11]. O nitrogénio
nas formas de aménio e nitrato e a razdo entre eles
pode interferir na diferenciagdo, na desdiferenciagao,
no crescimento e no desenvolvimento dos explantes
ou na formagdo de 6rgdos [20]. A interacdo entre
uma auxina e uma citocinina adicionada ao meio de
cultura é complexa e fatores nutricionais podem
interferir no resultado final [4]. Preece,1995 [20]
comenta sobre a necessidade de estudos mais
aprofundados nas interagdes entre os nutrientes do
meio de cultura e os reguladores de crescimento.

O numero de brotagbes tende a aumentar,
em ambos os meios, em fungdo do subcultivo. O
efeito das citocininas ndo se restringiu a um
subcultivo pois, diversas vezes, constatou-se um
efeito residual de um subcultivo para outro,
aumentando assim as taxas de multiplicagéo.
Também Ribas, 1992 [23] obteve maiores taxas
médias de regeneracdo de brotacdes em peroba-
rosa no terceiro subcultivo, quando comparado ao
primeiro e segundo subcultivos.

Ao se subcultivar brotagdes de erva-mate em
meio de cultura acrescido de BAP, por longos
periodos, observou-se que as brotagbes adquiriram
coloragdo mais clara e tiveram seu crescimento
interrompido. Huetteman e Preece, 1993 [13]
sugeriram que deveria ser utilizado um meio de
cultura primario para a indugao de taxas elevadas de
regeneracao de brotagdes, as quais, posteriormente
poderiam ser transferidas para meios de cultura
secundarios com outras combinagdes de
reguladores de crescimento.

Enraizamento

Como se vé na Tabela 3 o melhor resultado
para o enraizamento de brotagdes de erva-mate foi
obtido em duas fases, indugdo e desenvolvimento
das raizes. A concentracdo de 14,7 uM de AIB
induziu a formacgao de raizes no meio WPM/2 em
86,2% das brotagbes. Os resultados atribuidos as
diferentes  concentragbes de AIB  diferiram
estatisticamente entre si. A adigdo de AIB no meio
de cultura foi essencial ao enraizamento, porém,
concentracbes mais elevadas que 14,7 uM
reduziram-no. Para estacas de erva-mate uma
concentragdo excessiva de AIB pode ser toxica para
a iniciagdo e desenvolvimento do sistema radical [8].

A permanéncia das brotagbes em meio de
indugdo acrescido de AIB por 12 dias e posterior,
transferéncia das brotagdes para o meio WPM/2 +
1 g.L'1 de carvdo ativado, levou a aumento
significativo na taxa de enraizamento quando
comparadas com as brotagbes mantidas em meio
com AIB por 30 dias (Teste de KW, P < 0.01). Isso
pode ser explicado pelo fato da primeira fase ser
dependente de auxina e o0 crescimento e
alongamento das raizes ser inibido pela mesma [15].
Esses resultados confirmam os obtidos por [2, 9, 23]
com maiores taxas de enraizamento quando o
mesmo foi realizado em duas fases. Rey e
Mroginski, 1988 [21] verificaram para erva-mate uma
taxa de média de enraizamento de 50%. Nesse
caso a indugdo de iniciagdo radical ocorreu como
resposta ao tratamento com 100 mg.L'1 de AIB
durante quatro horas com posterior transferéncia
para meio MS/4. Também para essa espécie,
Sansberro et al., 1999 [26] obtiveram 63% de
enraizamento em meio MS/4 + 7.4 uM de AIB
posteriormente transferidas para meio MS/4 isento
de reguladores de crescimento.

A concentragdo e o tempo de exposi¢cdo ao
tratamento com AIB s&o fatores criticos para a
inducdo de raizes e para os clones de Quercus
testados o carvao ativado beneficiou a qualidade das
brotagdes, o desenvolvimento do sistema de raizes
e a maior formacgéao de raizes laterais [25].



TABELA 3 -

Enraizamento in vitro de brotacdes de llex paraguariensis St. Hil. que permaneceram 30 dias

em meio indutor e brotagbes que passaram por 12 dias em meio indutor e depois foram
transferidas para meio de desenvolvimento das raizes, Curitiba, PR, 1991/92

Periodo de exposigdo *

AIB 30 (dias) 12 + 18 (dias)
(uM)  Enraizamento  N° médio de raizes/explante Enraizamento  N° médio de raizes/explante
(%) (%)
0 0 0 0 0
14,7 20,00 1,66 86,20 * 8,20
19,6 15,38 2,00 66,66 * 6,35
24,6 11,53 2,00 63,33 * 9,74

diferengas significativas [P < 0.01 (Kruskal-Wallis)].

No presente trabalho, os melhores resultados,
quanto ao numero médio de raizes/explante, também
foram obtidos em meio de duas fases acrescidos de
14,7; 19,6 e 24,6 uM de AIB (Tabela 3). Brotagdes
com maior nimero de raizes, certamente, terao
melhor sobrevivéncia apés o transplantio para terra
quando comparadas as brotagdes com poucas raizes.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho
contribuiram para o avango no conhecimento dos
principais fatores que controlam a morfogénese in
vitro da erva-mate para plantas de dois anos de
idade e sugerem um protocolo de micropropagacéo:

a) o estabelecimento de culturas assépticas por
meio da desinfestagdo com hipoclorito de soédio a
0,75% durante 10 minutos;

b) a obtengdo de brotagbes multiplas por cultura in
vitro de segmentos nodais durante trés
subcultivos no mesmo meio de cultura (WPM +
8,87 uM BAP); e

c) a indugdo de raizes pela permanéncia das
brotagdes durante 12dias num meio WPM/2
suplementado com 14,7 uM de AIB seguida da
transferéncia para outro meio WPM/2 isento de
reguladores de crescimento e adicionado de 1 g.L”
de carvao ativado.
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