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Introducao ao Cultivo
in vitro de Erva-mate
(lex paraguariensis)

Leonardo Ferreira Dutra
Fabrnicio Augusto Hansel ?
Ivar Wendling 3

Resumo

A maioria dos trabalhos com cultivo in vitro de erva-mate tem sido limitada ao
cultivo de embrides e segmentos nodais oriundos de mudas produzidas de
materiais juvenis. Objetivou-se otimizar o processo de desinfestacdo no
estabelecimento in vitro de erva-mate, testando agentes desinfestantes para o
controle da ocorréncia de contaminacGes. Segmentos nodais oriundos de
minicepas de erva-mate, cultivadas no sistema semi-hidropénico em canaletéo,
foram desinfestados com hipoclorito de sédio (NaOCI), cloreto de merctirio
(HgCl2), Saniagri™ ou Preservative Plant Mixture (PPM™). Epocas de coleta dos
explantes e termoterapia a frio também foram testados. Apds desinfestacao,
segmentos nodais foram inoculados em meio % MS e mantidos em sala de
crescimento durante 30 dias. A maioria dos tratamentos utilizados para a
desinfestacdo dos explantes ndo foi efetiva, verificando-se altas taxas de
oxidacdo e contaminacdes fungica e bacteriana. Os agentes desinfestantes
PPM™ e SaniAgri™, adicionados ao meio de cultura, proporcionaram taxas de
sobrevivéncia de 93 % e 83 %, respectivamente, entretanto, a manutencdo dos
explantes /in vitro por tempo superior a 30 dias ndo foi possivel. A sobrevivéncia
dos explantes inoculados em agosto foi significativamente superior as demais e a
termoterapia a frio parece ser eficiente contra a contaminacao por bactéria.

Termos para indexacao: //lex paraguariensis, micropropagacao, contaminagoes,
agentes antimicrobianos.

'Engenheiro Agrénomo, Doutor, Pesquisador da Embrapa Florestas. leo@cnpf.embrapa.br
2Quimico, Doutor, Analista da Embrapa Florestas. hansel@cnpf.embrapa.br
3Engenheiro Agrénomo, Doutor, Pesquisador da Embrapa Florestas. ivar@cnpf.embrapa.br



Introduction of in vitro Culture
of (llex paraguariensis)

Leonardo Ferreira Dutra
Fabnicio Augusto Hansel
Ivar Wendling

Abstract

llex paraguariensis (maté tea) in vitro culture studies are associated mainly
with embryo and nodal segment cultures of juvenile shoots. The aim of
present work was to study asepsis in the establishment of mature nodal
segment of maté tea. Mature nodal segments were extracted from
ministumps maintained in semi-hydroponic system. Different chemical
agents such as: sodium hidrochloride (NaOCI), mercuric chloride (HgCl2),
and commercial products Saniagri™ or Preservative Plant Mixture (PPM™),
and different season of in vitro introduction were studied. After
desinfestation the nodal segments were introduced in 7% MS culture media
that were maintained in growth room during 30 days. Most of chemical
agent treatments were not efficient, they produce high taxes of
contaminations and oxidations. On the contrary, treatments with
commercial products Saniagri™ and PPM™ added in the culture medium
provided high taxes of survivals 93 % and 83 % respectively, but the
maintenance of explant over 30 days in these medium culture were not
possible. Season had a positive effect in the survival, the best result was
obtained in august introduction. Cold thermoterapy seemed to be efficient
against bacteria contamination.

Index terms: /lex paraguariensis, micropropagation, contaminations,
antimicrobial agents.
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Introducéao

A erva-mate (/lex paraguariensis St. Hill.) caracteriza-se por ser uma
espécie arbérea amplamente difundida na Regido Sul do Brasil, no noroeste
da Argentina e na parte oriental do Paraguai, situando-se entre a latitude
de 22° a 30°S e entre a longitude de 48°a 56° W (OLIVEIRA; ROTTA,
1985). A espécie possui grande importancia econémica, ambiental, social e
cultural para estes paises.

A erva-mate é um dos componentes dos sistemas agroflorestais
tradicionais mais antigos da regidao Sul do Brasil, caracterizados pela
producdo diversificada de produtos e servicos agricolas que sustentam de
forma significativa a estabilidade econémica e social do produtor
(MONTOYA VILCAHUAMAN, 1999). Considerada como a espécie simbolo
do Estado do Rio Grande do Sul, a erva-mate apresenta grande importancia
na economia e na cultura dos estados sulinos (BACKES; IRGANG, 2002).

Por um longo periodo, foi o primeiro produto das exportacées brasileiras e a
sua producdo ainda se constitui numa das principais fontes de renda e de
emprego, especialmente para os pequenos e médios produtores da regido de
ocorréncia da espécie, contribuindo para a manutencdo do pequeno produtor
no meio rural. No Brasil, é explorada economicamente, em cerca de 486
municipios dos estados do Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato
Grosso do Sul, englobando cerca de 180 mil propriedades rurais, a maioria
familiares, congregando em torno de 725 empresas processadoras e mais de
710 mil trabalhadores (DA CROCE; FLOSS, 1999).

A sua exploracao ocorre tanto em sua forma nativa, associada as matas de
araucdria, como em plantios comerciais a céu aberto ou em sub-bosques da
floresta. Pode ser utilizada para a producédo de bebidas (chimarro, tereré,
refrigerantes e chds), apresentando grande potencial para muitas
aplicac6es industriais como: corantes, conservantes de alimentos, produtos
de higiene e cosméticos (MACCARI JUNIOR; MAZUKOWSKI, 2000).
Dentre as propriedades medicinais, além de ser estimulante, apresenta
acao diurética, estomadquica e sudorifica, atuando em casos de cdlicas
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renais, depressdes nervosas, neurastenia e fadigas cerebrais em geral
(BRAGAGNOLO et al., 1980).

A regiao sul concentra 99,8 % de toda a producdo de erva-mate do Brasil
(HORBACH, 2008). A producédo de mudas de erva-mate por sementes
apresenta uma série de limitacdes e dificuldades, podendo-se destacar:
baixa qualidade genética e fisioldgica das sementes (STURION, 1988);
dorméncia das sementes; longo tempo destinado a estratificacdo (de quatro
a seis meses); germinacdo demorada, desuniforme (de 100 a 360 dias)
(PRAT KRIKUN, 1993; MENNA, 1995) e em baixo percentual, inferior a
20 % (MENNA, 1995; STURION, 1988); longo periodo de producéo das
mudas (HIGA, 1982; STURION, 1988; GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1999);
necessidade de repicagem das mudas, e dificuldade de obtencéao de
sementes com alto padrdo genético. Todos estes fatores contribuem para
elevar o custo de producdo das mudas, além de limitar a seqUtiéncia dos
programas de melhoramento genético da espécie. As sementes da erva-
mate apresentam dorméncia porque o embrido encontra-se
morfologicamente imaturo, e requer determinado periodo de estratificacdo
para que ocorra o seu desenvolvimento e germinacao (FOWLER; STURION,
2000), além de apresentar endocarpo lenhoso (MEDEIROS, 1998), ou seja,
dorméncia tegumentar (FOWLER; STURION, 2000).

Os plantios provenientes de sementes apresentam grande heterogeneidade,
com reflexos negativos na qualidade do produto final. A utilizacdo da
propagacao vegetativa para a produgao comercial de mudas de erva-mate
origina individuos geneticamente idénticos a planta matriz e pode resolver,
pelo menos em parte, estas limitacdes. A propagacédo vegetativa de
espécies florestais € uma poderosa ferramenta na formacéo de plantios
clonais de alta produtividade e uniformidade (ELDRIDGE et al., 1994), na
multiplicacao de individuos resistentes a pragas e doencas (ASSIS, 1986;
CHAPERON, 1987) e adaptados a sitios especificos (ELDRIGDE et al.,
1994), na transferéncia, de geracdo para geracdo, dos componentes
genéticos aditivos e ndo-aditivos como a melhor adaptacdo ao ambiente,
melhor qualidade e quantidade de folhas, resisténcia a pragas e doencas,
melhor aproveitamento de recursos hidricos e nutricionais do solo, entre
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outros; resultando em maiores ganhos dentro de uma mesma geracao de
selecdo (ASSIS, 1986; ELDRIDGE et al., 1994). Além disso, a propagacéo
vegetativa € uma alternativa para a producdo de mudas de espécies com
sementes de baixo ihdice germinativo ou de dificil armazenamento,
possibilitando a producao de mudas durante todo o ano, por meio de plantas
matrizes mantidas em viveiro.

Dentre os métodos de propagacao vegetativa com maiores potenciais e/ou
possibilidades de aplicacao para a cultura da erva-mate, pode-se citar a
estaquia, a enxertia, a micropropagacao e a miniestaquia. Cada técnica
tem limitacGes e vantagens, devendo ser criteriosamente escolhida aquela
que se adapta para cada objetivo proposto (multiplicacdo massal,
rejuvenescimento, formacao de pomares de sementes e bancos de
conservacdo genética, entre outros) e em funcdo das condicées técnico-
financeiras disponiveis.

Os estudos visando desenvolver as técnicas de propagacdo vegetativa sdo
escassos e os protocolos desenvolvidos até o momento se referem
principalmente a material juvenil ndo selecionado, além de ndo serem
adaptados e testados em escala comercial. Avancos neste sentido foram
obtidos por Wendling et al. (2007), que desenvolveram a técnica de
miniestaquia para erva-mate.

A micropropagacao € uma técnica que oferece possibilidades para
propagacéo de plantas. Entretanto, o uso da micropropagacdo na producao
comercial de mudas de espécies florestais ainda ndo foi justificada técnica
e economicamente. O sucesso na propagacao de material adulto de vdrias
espécies lenhosas indica que a micropropagacdo pode ser usada para o
rejuvenescimento de material adulto. Atualmente, com o advento da
microestaquia, esta técnica tem merecido especial atencéo, visando a
formacéo de jardins microclonais.

Até o momento, a maioria dos trabalhos referentes ao cultivo /in vitro de
erva-mate tem se limitado ao cultivo de embriées (HU et al., 1978;
FERREIRA et al., 1991; FERREIRA; SILVEIRA, 1992) e de segmentos nodais
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oriundos de mudas produzidas de materiais juvenis (KRYVENKI, 1997;
MROGINSKI et al., 1997; SANSBERRO et al., 1997a; SANSBERRO et al.,
1997b; SANSBERRO et al., 1999; KRAEMER et al., 2002; HORBACH,
2008).

Rey e Mroginski (1988) evidenciaram que explantes obtidos de mudas de
arvores adultas ndo sdo adequados para culturas in vitro, uma vez que
apresentam altas taxas de contaminacao e ndo multiplicam (recalcitrancia
in vitro). Mroginski et al. (1997) concluifam que € possivel micropropagar
plantas de erva-mate com menos de dois anos de idade. Porém, em termos
de propdgulos obtidos de drvores adultas (acima de 10 anos de idade),
somente podem ser estabelecidos /in vitro caso os explantes provenham de
plantas obtidas por estaquia, as quais sao mantidas em condicées de
estufa. Mesmo assim, o percentual de enraizamento dos propagulos obtidos
€ baixo. No caso do estabelecimento de explantes de plantas matrizes
adultas diretamente in vitro, as Unicas respostas que se obtém sdo o seu
escurecimento e contaminacdo com fungos e bactérias, ndo sendo,
portanto, possivel induzir sua brotacéo.

Em funcdo dos resultados obtidos com a micropropagacédo de erva-mate,
até o presente momento, faz-se necessario o aperfeicoamento desta
técnica para a clonagem massal de individuos adultos geneticamente
superiores. Estudos visando definir o potencial da micropropagacdo como
método de rejuvenescimento e sua influéncia em funcéao de vdrios
subcultivos in vitro necessitam ser desenvolvidos para tornar possivel ou
aumentar a capacidade de propagacao ex vitro de materiais adultos
selecionados de erva-mate.

Objetivando estabelecer protocolos de micropropagacio de erva-mate, uma
série de experimentos foi desenvolvida visando ao estabelecimento in vitro
como a primeira etapa do processo.
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Material e Métodos

As mudas fornecedoras de explantes constituiram-se de minicepas cultivadas
no sistema semi-hidrop6nico em canaletao, com areia média. As minicepas
receberam diariamente nutrientes por gotejamento a uma vazdo de 5 L.m?;
sendo a solugdo nutritiva composta por monoamoénio fosfato (0,04 g.L"),
sulfato de magnésio (0,40 g.L"), nitrato de potdssio (0,44 g.L"), sulfato de
aménio (0,31 g.L™"), cloreto de calcio (0,79 g.L"), dcido bdrico (2,88 mg.L"),
sulfato de manganés (3,7 mg.L"), molibdato de sédio (0,18 mg.L"), sulfato de
zinco (0,74 mg.L") e hidroferro em pé (81,80 mg.L").

Tratamentos fitossanitdrios foram realizados com fungicidas a base de
Tiofanato Metilico (70 % - Pé molhavel) e Oxicloreto de Cobre (58,8 %),

24 horas antes da coleta. Condicées fitossanitdrias adequadas das
brotacGes coletadas em estufa, proporcionadas pela aplicacao de fungicidas,
foram importantes para uma menor taxa de contaminacao fungica. As
brotacdes de erva-mate foram coletadas com auxilio de tesouras de poda e
imersas em dcido ascdérbico 1 % para evitar o processo oxidativo e perda
da turgescéncia celular dos tecidos vegetativos, na seqliéncia, foram
transportadas para o Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais e
submetidas aos tratamentos.

Nos experimentos foram avaliados quatro tipos de agentes quimicos com
diferentes concentragcbes, combinacdes, tempo de exposicao e adicdo ao
meio de cultura. Os agentes quimicos utilizados foram o hipoclorito de sddio
(NaClO), o cloreto de mercurio (HgCl) e dois produtos comerciais, SaniAgri™
e PPM™. Apds a assepsia, os explantes foram enxaguados trés vezes com
dgua destilada e autoclavada e entdo introduzidos ao meio de cultura.
Experimentos relativos a época de introducao dos explantes in vitro e
termoterapia a frio também foram estudados.

Apés os tratamentos de desinfestacao, os segmentos nodais de tamanho
entre 1 cm a 2 cm foram inoculados com 10 mL de meio de cultura % MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 14 g de sacarose e 7 g de
agar, com pH ajustado para 5,8. Os meios de cultura foram distribuidos em
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frascos com capacidade para 30 mL e esterilizados em autoclave (120 °C,
1 h), salvo aqueles em que houve adicdo do desinfestante SaniAgriTM.
Quando nao houve necessidade da etapa de esterilizacdo em autoclave; o
SaniAgri™ foi adicionado antes da afericdo do volume e ajuste do pH.
Decorridos 30 dias, avaliaram-se a sobrevivéncia, a contaminacdo por
fungos e bactérias e a oxidacdo. A partir do experimento 4, as varidveis,
em alguns casos, foram avaliadas concomitantemente e, desta forma, os
valores totais poderam ultrapassar 100 %, visto que a presenca de mais de
uma resposta (contaminacéo fungica, bacteriana e oxidacao) pode ser vista
no mesmo explante. As condicées de incubacao dos explantes, em todos os
experimentos, foram 25 + 1 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade
luminosa de 85 mmol.m?.s', em sala de crescimento.

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de quatro explantes, cada
uma por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ou Scott- Knott a
5 % de probabilidade.

Experimento 1 - Desinfestacdo de explantes sob diferentes concentragdes
de hipoclorito de sédio

Segmentos nodais com comprimento entre 1 cm a 2 cm foram submetidos
aos seguintes tratamentos: T1 - Imersdo em dlcool 70 % por 1 min +
lavagem em dgua autoclavada + desinfestacdo em solucdo de hipoclorito
de sddio (2,5 %) por 10 min + 3 lavagens com dgua autoclavada; T2 -
Imersdo em dlcool 70 % por 1 min + lavagem em uma dgua autoclavada
+ desinfestacdo em solucdo de hipoclorito de sédio (5 %) por 10 min + 3
lavagens com dgua autoclavada; T3 - Imersdo em dlcool 70 % por 1 min +
lavagem em dgua autoclavada + desinfestacdo em solucao de hipoclorito
de sédio (7,5 %) por 10 min + 3 lavagens com dgua autoclavada; T4 -
Imersdo em dlcool 70 % por 1 min + lavagem em dgua autoclavada +
desinfestacdo em solucéo de hipoclorito de sédio (10 %) por 10 min + 3
lavagens com dgua autoclavada.
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Experimento 2 - Desinfestacdo de explantes em diferentes tempos em
solucéo de hipoclorito de sédio

Segmentos nodais com comprimento entre 1 cm e 2 cm foram submetidos
aos seguintes tratamentos: T1 - Imersdo em dlcool 70 % por 1 min + 3
lavagens com dgua autoclavada; T2 - Imersdo em dlcool 70 % por 1 min +
lavagem em dgua autoclavada + desinfestacdo em solucéo de hipoclorito
de sdédio (5 %) por 10 min + 3 lavagens com dgua autoclavada; T3 -
Imersdo em dlcool 70 % por 1 min + lavagem em dgua autoclavada +
desinfestacdo em solucéo de hipoclorito de sédio (5 %) por 20 min + 3
lavagens com dgua autoclavada; T4 - Imersdo em dlcool 70% por 1 min +
lavagem em dgua autoclavada + desinfestacdo em solucao de hipoclorito
de sédio (5 %) por 10 min + 3 lavagens com dgua autoclavada +
hipoclorito de sddio (5 %) por 10 min + 3 lavagens com dgua autoclavada
e T5 - Imersdo em dlcool 70% por 1 min + lavagem em dgua autoclavada
+ desinfestacdo em solucdo de hipoclorito de sédio (5 %) por 20 min + 3
lavagens com dgua autoclavada + desinfestacdo em hipoclorito de sddio
(5 %) por 20 min + 3 lavagens com dgua autoclavada.

Experimento 3 - Assepsia com cloreto de merctrio

Os explantes foram submetidos a concentracées de HgCl2 e diferentes
tempos de imersdo: T1-0,01 % HgCl, por 10 min; T2 - 0,01 % HgCl, por
20 min; T3-0,05 % HgCI2 por 10 min; T4 - 0,05 % HgCI2 por 20 min; T5 -
0,1 % HgCI, por 10 min; T6 - 0,1 % HgCI, por 20 min; T7 - 0,25 % HgCl,
por 10 min; T8 - 0,25 % HgCI, por 20 mine T9 - 0,5 % HgCl, por 10 min.

Experimento 4 - Assepsia com solucédo desinfestante SaniAgri™

Foram testados diferentes concentracées do desinfestante SaniAgri™ na
solucdo desinfestante para assepsia de segmentos nodais e posterior
introducdo in vitro. Os tratamentos consistiram das seguintes concentracoes:
T1-5mL.L", T2-10mL.L", T3-15ml.L." e T4 - 20 mL.L".
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Os explantes ficaram por 16 horas imersos em frascos com solucao
desinfestante no escuro, foram transportados para a cdmara de fluxo
laminar e, apés enxaguados, foram introduzidos em frascos contendo
10 mL de meio de cultura.

Experimento 5 - Desinfestante SaniAgri™ na assepsia dos explantes e no
meio de cultura

Foram testadas concentracGes de SaniAgri™ na solucéo desinfestante dos
explantes e no meio de cultura, segundo os seguintes tratamentos: T1 -
sem assepsia dos explantes e meio de cultura sem desinfestante; T2 - sem
assepsia dos explantes e meio de cultura com 5 mL.L"' de SaniAgri™; T3 -
sem assepsia dos explantes e meio de cultura com 10 mL.L" de SaniAgri™;
T4 - assepsia dos explantes com 5 mL de SaniAgri™ e meio de cultura sem
desinfestante; T5 - assepsia dos explantes com 5 mL de SaniAgri™ e meio
de cultura com 5 mL.L" de SaniAgriTM; T6 - assepsia dos explantes com 5
mL de SaniAgri™ e meio de cultura com 10 mL.L " de SaniAgri™; T7 -
assepsia dos explantes com 10 mL de SaniAgriTM e meio de cultura sem
desinfestante; T8 - assepsia dos explantes com 10 mL de SaniAgri™ e meio
de cultura com 5 mL.L" de SaniAgri™; T9 - assepsia dos explantes com 10
mL de SaniAgri™ e meio de cultura com 10 mL.L" de SaniAgri™.

Os explantes ficaram imersos por 18 horas, no escuro, em solucao
desinfestante constituida de sais de 74 de MS, juntamente com o
desinfestante comercial SaniAgri™, com o pH ajustado para 5,8, e entédo
levados para a cdmara de fluxo laminar, enxaglados trés vezes e
introduzidos em frascos contendo 10 mL de meio de cultura.

Experimento 6 - Assepsia convencional dos explantes com adicdo do
desinfestante SaniAgri™ no meio de cultura WPM, modificado com adicédo
de PVP e diferentes concentragcdes de sacarose

Foi realizada a assepsia convencional nos explantes com etanol por 1 min e
hipoclorito de sédio por 20 min. Aos meios de cultura foram adicionados
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1 mL.L" de SaniAgri™ e o pH foi ajustado para 5,8. Os meios foram
solidificados com 7 g de dgar. Posteriormente, foram testadas
concentrac6es de sais do meio de cultura WPM, sacarose, e adicdao ou ndo
de Polivinilpirrolidona (PVP-10), de acordo com os seguintes tratamentos:
T1- % WPM, 0,025 % de PVP e 14 g.L'" de sacarose; T2 - 2 WPM, sem
PVP e 14 gL' de sacarose; T3 - WPM, 0,025% de PVP e 14 g.L'" de
sacarose; T4 - WPM, sem PVP e 14 g.L" de sacarose; T5 - %2 WPM,
0,025 % de PVP e 20 g.L" de sacarose; T6 - 2 WPM, sem PVP e

20 g.L" de sacarose; T7 - WPM, 0,025 % de PVP e 20 g.L" de sacarose;
T8 - WPM, sem PVP e 20 g.L" de sacarose.

Experimento 7 - Assepsia com anti contaminante PPM™

Foram testados dois métodos de assepsia com trés concentracées de
anticontaminante PPM™ na assepsia dos explantes, e com ou sem a adicédo
do anticontaminante ao meio de cultura, segundo os seguintes tratamentos:
T1 - sem assepsia dos explantes com PPM™ e meio de cultura sem PPM™;
T2 - sem assepsia dos explantes com PPM™ e meio de cultura com 1 mL L-
1 PPM™; T3 - sem assepsia dos explantes com PPM™ e meio de cultura
com 2 mL.L"" PPM™; T4 - assepsia dos explantes com 2,5 % de PPM™ e
meio de cultura sem PPM™: T5 - assepsia dos explantes com 2,5 % de
PPM™ e meio de cultura com 1 mL.L"" PPM™; T6 - assepsia dos explantes
com 2,5 % de PPM™ e meio de cultura com 2 mL L-1 PPM™; T7 -
assepsia dos explantes com 5 % de PPM™ e meio de cultura sem PPM™;
T8 - assepsia dos explantes com 5 % de PPMTM e meio de cultura com

1 mL.L" PPM™; T9 - assepsia dos explantes com 5 % de PPMTM e meio
de cultura com 2 mL.L"" PPM™; T10 - assepsia com etanol (dlcool 70 %)
por 1 min. e hipoclorito de sédio5 % por 20 min e meio de cultura sem
PPM™; T11 - assepsia com etanol (alcool 70 %) por 1 min e hipoclorito de
sédio 5 % por 20 min. e meio de cultura com 1 mL.L" PPM™; T12 - assepsia
com etanol (dlcool 70 %) por 1 min e hipoclorito de sédio 5 % por 20 min. e
meio de cultura com 2 mL.L"" PPM™,

Os explantes dos tratamentos T4 até T9 ficaram imersos em solucédo de
PPM™ com sais de % de MS e 1 % de acido ascdrbico para evitar a
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oxidacao dos explantes, o pH foi ajustado para 5,8 por 16 horas no escuro,
e entdo inoculados em frascos contendo 10 mL de meio de cultura.

Experimento 8 - Assepsia a baixa temperatura ou termoterapia

Inicialmente, os segmentos nodais foram submetidos ao processo de
desinfestacdo com etanol (dlcool 70 %) por 1 min e hipoclorito de sédio
5 % por 20 min., seguido de trés lavagens com dgua destilada e
autoclavada em cdmara de fluxo laminar. Apds a desinfestacao, os
explantes foram introduzidos em frascos contendo 10 mL de meio de
cultura e transferidos para BOD (Cdmara de germinagdo com alternancia
de temperatura MA 402). Foram testados diferentes tempos de
permanéncia dos segmentos nodais de material adulto em BOD (Cadmara
com temperatura de 4 °C, e um fotoperiodo de 16 horas de luz, nos
seguintes tratamentos: TO - O dias (testemunha); T1 - 3 dias (72 horas);
T2 - 8 dias (192 horas); T3 - 16 dias (384 horas) e T4 - 20 dias (480
horas).

Experimento 9 - Efeito da coleta em diferentes meses do ano no
comportamento /in vitro de segmentos nodais

Segmentos nodais coletados em agosto, setembro e dezembro de 2005 e
marco, abril e maio de 2006, com comprimento entre 1 cm e 2 cm, foram
desinfestados com &dlcool 70 % por 1 min.), hipoclorito de sédio a5 % por
20 min., e lavados trés vezes com dgua destilada e autoclavada.

Resultados e Discusséao

Experimento 1 - Desinfestacdo de explantes sob diferentes concentragdes
de hipoclorito de sédio

As taxas de contaminacodes por fungos e bactérias ndo apresentaram
variacées significativas entre os tratamentos com diferentes concentracées
de hipoclorito de sédio (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias de contaminacédes por fungos e bactérias, oxidacdo e
sobrevivéncia em relacdo aos tratamentos de desinfestacéo realizados nos
segmentos nodais de erva-mate.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidacéao Sobrevivéncia
%

T1 36a 48a Oa 16a

T2 20a 64a 12a 4a

T3 32a 52a 8a 8a

T4 52a 48a Oa Oa

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Experimento 2 - Desinfestacdo de explantes sob diferentes tempos em
solucéo de hipoclorito de sédio

Considerando que a concentracdo de hipoclorito de sédio ndo apresentou
significdncia entre os testes, novos tratamentos foram realizados na
concentracdo de 5 %, mas com tempos de imersao diferentes. A
desinfestacdo dupla dos explantes, durante 40 minutos em solucéo de
hipoclorito de sédio a5 % (T5), foi a mais efetiva para controle da
contaminacdo fungica, resultando numa taxa de 5 % (Tabela 2). Em todos
os tratamentos, a contaminacdo por bactérias foi maior em relacéo a
contaminacao fungica. Isto, provavelmente, ocorreu pela auséncia de
aplicacao de bactericida nas mudas.

A imersao dos segmentos nodais durante a desinfestacdo dupla de 40
minutos em NaOCI (T5), embora tenha proporcionado baixa contaminacao
por fungos (5 %), promoveu a maior taxa de oxidacdo (80 %). Embora sem
diferenca significativa dos tratamentos 2, 3 e 4, a menor porcentagem de
oxidacéao (25 %) foi obtida no tratamento onde ndo houve exposicéo ao
agente desinfestante (T1).

17
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O maior percentual de sobrevivéncia (15 %) foi verificado no T 3 (dlcool
70 %, 1 min e NaCIO 5 %, 20 min.; Tabela 2), embora, nesse tratamento,
tenha ocorrido uma maior taxa de contaminacédo bacteriana (45 %). A
oxidacao e a contaminacao por fungos no T3 foram de 30 % e 10 %,
respectivamente. Essa assepsia apresentou-se como a de melhor resultado
com relacdo a sobrevivéncia, sendo entdao nomeada de assepsia
convencional, e usada como pardmetro em alguns experimentos a seguir.

Tabela 2. Médias de contaminagdes por fungos e bactérias, oxidacao e
sobrevivéncia em relacdo aos tratamentos de desinfestacéo realizados nos
segmentos nodais de erva-mate.

Tratamento  Fungos Bactérias Oxidacédo Sobrevivéncia
%

T1 3ba 35a 25 b bab

T2 15ab 20a 65ab Ob

T3 10ab 45a 30ab 15a

T4 15ab 30a 55ab Ob

T5 5b 15a 80a Ob

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Experimento 3 - Assepsia com cloreto de mercurio (HgCl,)

Nao houve diferenca entre os tratamentos de desinfestacdo para
percentagem de explantes sadios (Tabela 3). As maiores percentagens de
explantes com contaminacdo com fungos foram verificadas nos
tratamentos T1 e T2, e com bactérias nos tratamentos T1, T2, T3 e T4. O
aumento da concentracdo de HgCl, na solugédo tendeu a aumentar a
oxidac&do dos explantes. Nenhum tratamento com HgCl, apresentou
resultado superior, com relacdo a individuos sadios, que a assepsia
convencional, sugerindo o NaClO como melhor agente desinfestante.
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Portanto, o tratamento dos explantes com cloreto de merctrio ndo foi
eficaz para o controle da contaminacéo por fungos e bactérias no cultivo de
erva-mate in vitro. Além deste agente desinfestante nédo ter sido efetivo,
deve-se levar em consideracdo que seu residuo é téxico, o que requer
manipulacdo e armazenamento especiais.

Tabela 3. Percentagem de ocorréncia de fungos, bactérias, explantes oxidados e
sadios apds 30 dias de inoculacdo em meio de cultura % MS.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidacédo Sadios
% ——
T1 40a* 70a 35 ¢ 7a
T2 50a 75a 65 b 1a
T3 1b 60a 99a Oa
T4 10 b 83a 55 b 2a
T5 Ob Ob 100a Oa
T6 4 b 25 b 100a Oa
T7 Ob 4b 100a Oa
T8 Ob Ob 100a Oa
T9 Ob 4b 96a 1a
Média 11,6 35,2 83,3 1,2

*Dados transformados por arco seno da raiz de x/100, segundo o teste de normalidade. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade
de erro.

Experimento 4 - Assepsia com solucéo desinfestante SaniAgri™

A utilizacdo do desinfestante SaniAgri™ € interessante na desinfestacéo de
explantes visando ao estabelecimento /in vitro, pois ndo deixa residuos
nocivos devido a sua decomposicdo em dgua produzir dcido acético.

A imersdo dos explantes em solugdo com o germicida comercial SaniAgri™
néo foi eficaz. Nos tratamentos T1 e T2 (SaniAgri™ 5 e 10 ml.L", 16 h),
foi observada alta taxa de contaminacéao por fungos e oxidacdo em todos
os explantes, ndo ocorrendo contaminacdo bacteriana (Tabela 4). Os
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tratamentos T3 e T4 (SaniAgri™ 15 e 20 mL. L', 16 h) produziram baixo
indice de explantes sadios, ndo superando a assepsia convencional (dlcool
70 %, 1 min e NaCIO 5 %, 20 min), embora tenha ocorrido acao fungica, a
alta taxa de oxidacdo é um indicio do cardter fitotéxico do produto. Além
do mais, nesses tratamentos, foram observados significativos ihdices na
taxa de contaminacao por bactérias.

Tabela 4. Percentagem de ocorréncia de fungos, bactérias, explantes oxidados e
sadios apds 30 dias de inoculagdo em meio de cultura.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidados Sadios
% ——

T1 100a* 0c 100a Oa

T2 100a 0c 100a Oa

T3 22b 27 b 87 b 3a

T4 35b 56a 60 c 5a

Média 62,3 20,8 86,6 2,0

*Dados transformados por arco seno da raiz de x/100, segundo o teste de normalidade. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade
de erro.

Experimento 5 - Desinfestante SaniAgri™ na assepsia dos explantes e no
meio de cultura

O uso do agente desinfestante no meio de cultura € uma alternativa quando
esse ndo apresenta nenhuma toxicidade a planta. Realizaram-se diferentes
testes com o objetivo de avaliar a toxicidade do agente e sua eficacia no
controle da contaminacao.

Novamente, os tratamentos T4 e T7, os quais utilizaram assepsia com
SaniAgri™ (5 e 10 mL.L-1, 18 h), ndo foram eficientes na producéo de
individuos sadios. Isto ocorreu devido, principalmente, ao alto ihdice de
oxidacdo (Tabela 5). Isso reforca o carater fitotéxico do reagente nos niveis
testados. Comportamento semelhante pode ser visto nos tratamentos sem
assepsia com SaniAgri™ e na combinacdo assepsia com SaniAgri™ e
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adicdo ao meio de cultura nos niveis de 5 a 10 mL.L", tratamentos T2, T3,
Th, T6, T8 e T9. Altos indices de oxidacdo demonstram o carater
fitotéxico. Na varidvel explantes sadios, a média foi muito baixa, ndo
passando de 1 % para todos os tratamentos. A percentagem de individuos
oxidados no tratamento 1 pode estar relacionada a grande taxa de
contaminacées por fungos e bactérias, que ocasionou as mortes dos
explantes.

Tabela 5. Ocorréncia fungos, bactérias, explantes oxidados e sadios apés 20
dias de inoculacdo em meio de cultura.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidados Sadios
%
T 10a* 100a 100a Oa
T2 1b O0c 99a 1a
T3 21a 0Oc 100a Oa
T4 25a O0c 99a Oa
T5 25a Oc 99a Oa
T6 10a 0Oc 99a 1a
T7 Ob 4b 100a Oa
T8 Ob Oc 99a 1a
T9 1b Oc 100a Oa
Média 13,0 11,5 99,4 0,3

*Dados transformados por arco seno da raiz de x/100, segundo o teste de normalidade. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade
de erro.

Experimento 6 - Assepsia convencional dos explantes com adicdo do
desinfestante SaniAgri™ ao meio de cultura WPM com adicdo de PVP e
diferentes concentracdes de sacarose

Tendo em vista a fitotoxicidade do agente nas concentracées de 5 mL e
10 mL, um experimento adicional foi realizado com a assepsia
convencional (dlcool 70 %, 1 min e NaCIO 5 %, 20 min) com a adicdo
de 1 mL.L" do agente a diferentes meios de cultura com e sem a adicéo
do antioxidante PVP.
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A maior média de explantes sadios foi alcancado pelo tratamento T5, que
também obteve a menor média de explantes oxidados, zero contaminacédo
por bactéria e apenas 10 % de contaminacdo por fungos (Tabela 6). O
tratamento T4 obteve zero de contaminacdo por fungos. Os testes indicam
que a manutencédo dos explantes em 1 mL.L"" do agente durante 30 dias
ndo apresentou fitotoxicidade aos explantes. Com relacdo ao meio de
cultura utilizado, ndo existe diferenca significativa para a resposta
oxidacdo, sugerindo que as vdrias combinac6es de meios utilizados ndo
afetaram estatisticamente os resultados. Embora em valores absolutos os
tratamentos T1 e Tb5 apresentaram melhores resultados.

Em funcéo dos resultados obtidos, o meio de cultura %2 WPM, com o
antioxidante PVP e sacarose na concentracdo de 20 g.L" e acrescido de

1 mL.L" de SaniAgri™, apds a assepsia convencional (etanol 70 %, 1 min e
NaClO 5 %, 20 min) foi eficiente para obter explantes de erva-mate livres
de contaminacéo.

Tabela 6. Porcentagem de ocorréncia de fungos, bactérias, explantes oxidados e
sadios apds 30 dias de introducdo em meio de cultura.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidados Sadios
% ————
T1 20ab* 43a 7a 3bab
T2 32a 7ab 32a 42ab
T3 27ab 22ab 26a 31ab
T4 Ob 48a 14a 47ab
T5 10ab Ob 3a 83a
T6 47a 17ab 17a 21ab
T7 28a 7ab 17a 50ab
T8 41a 28ab 28a 17 b
Média 25,6 21,5 18 38,3

*Dados transformados por arco seno da raiz de x/100, segundo o teste de normalidade. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade
de erro.
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Experimento 7 - Assepsia com anti contaminante PPM™

Nos tratamentos T11 e T12, com assepsia convencional (dlcool 70 %,

1 min e NaCIO 5 %, 20 min e a adicdo de 1 e 2 mL.L"" de PPM™ no meio
de cultura), juntamente com o tratamento T10, somente assepsia
convencional, os explantes obtiveram as menores médias para variavel
oxidados, e as maiores percentagens de explantes sadios. A melhor
percentagem de explantes sadios e a menor taxa de oxidacdo ocorreu com
o tratamento T12, embora ndo detectada diferenca estatiStica para
oxidacao entre os tratamentos T10 até T12 (Tabela 7). Os tratamentos
T11 e T12 foram eficientes na producdo de explantes sadios. O cardter
téxico do agente nesses niveis e na exposicdo de 30 dias aparenta ser
devido a baixa oxidacéo (Tabela 7).

As maiores taxas de contaminacdo por fungos corresponderam aos
tratamentos onde nao foi realizado assepsia com e sem a presenca do
PPM™ ao meio de cultura (T1, T2 e T3), e naqueles com a assepsia
utilizando o PPM™, mas sem a presenca desse no meio de cultura (T4 e
T7). A combinacdo assepsia com PPM™ e a sua presenca no meio de
cultura (T5, T6, T8 e T9) produziram baixos ihdices de contaminacdo, mas
a mortalidade foi total e a oxidacao de 100 %, indicando que a combinacédo
possui um carater fitotéxico.

Portanto, os melhores tratamentos foram aqueles nos quais ocorreu a
combinacao da assepsia convencional (etanol a 70 %, 1 min e NaCIO 5 %,
20 min) juntamente com o meio de cultura acrescido de PPMTM.
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Tabela 7. Percentagem de ocorréncia de fungos, bactérias, explantes oxidados e
sadios apds 30 dias de inoculacdo em meio de cultura.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidados Sadios
% S
T1 100a* 1b 100a 0c
T2 99a Ob 70 b 1 ¢
T3 90a Ob 79b 10 ¢
T4 99a 21a 100a 0c
T5 1c Ob 100a 0c
T6 1c¢ Ob 100a 0c
T7 99a 4b 99a 0c
T8 Oc Ob 100a 0c
T9 1c 1b 100a 0c
T10 25 b 1b 17 ¢ 70b
T11 7 c Ob 4 c 93a
T12 2c Ob 2 c 98a
Média 43,6 2,3 72,6 22,6

*Dados transformados por arco seno da raiz de x/100, segundo o teste de normalidade. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade
de erro.

Experimento 8 - Assepsia a baixa temperatura ou termoterapia

Os tratamentos T1 e T2 proporcionaram as maiores percentagens de
explantes sadios (Tabela 8). A maior percentagem de explantes
contaminados com bactéria ocorreu no tratamento TO, e a menor
porcentagem ocorreu com o T3 e T4. Apds o T2 (8 dias na BOD), o nimero
de explantes sadios em média diminuiu, embora significativamente
semelhante ao T1, e, conseqlientemente, o nimero de explantes oxidados
aumentou, demonstrando que a exposicao muito prolongada ao tratamento
a frio ndo foi eficiente para a obtencéo de explantes sadios, causando
danos . Essa caracteristica foi confirmada nos altos indices de oxidacdo nos
tratamentos T3 e T4.
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O tratamento dos explantes a baixas temperaturas foi eficiente para obter
explantes sadios, e demonstrou ser um método interessante a ser estudado
para o controle de bactérias. A exposicdo entre trés e oito dias a uma
temperatura de 4 °C foi recomendada. Este tratamento foi valido, pois
demonstrou ser eficaz para o controle de contaminacao por bactéria dos
explantes de erva-mate, ja para fungos, nao houve diferencas entre os
tratamentos.

Tabela 8. Ocorréncia de fungos, bactérias, explantes oxidados e sadios apds 26

dias de inoculacao.

Tratamento Fungos Bactérias Oxidacédo Sadios
_____ ——- ——- e e O
TO 40a* 75a 13 b 13 b
T1 21a 25 b 1b 60a
T2 25a 50 b 13 b 3ba
T3 Oa 1 c 99a 1b
T4 10a 0 c 93a 7b
Média 19,2 30,2 43,8 23,2

*Dados transformados por arco seno da raiz de x/100, segundo o teste de normalidade. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade
de erro.

Experimento 9 - Efeito da coleta em diferentes meses do ano no
comportamento in vitro de segmentos nodais

A producédo de individuos sadios foi significativamente superior em agosto
(57 %), quando comparada aos demais meses testados, nos quais as
percentagens de sobrevivéncia foram inferiores a 25 % (Tabela 9). Com
relacdo as contaminacdes por fungos, a maior incidéncia ocorreu no més de
maio (60 %) e as menores, em marco, abril e agosto. Ja para
contaminacéo por bactérias, a maior incidéncia ocorreu no més de abril

(70 %); o més de agosto apresentou uma taxa significativamente inferior,
no qual somente 5 % dos individuos apresentaram contaminacdo. A maior
taxa de individuos oxidados ocorreu em marco (30 %), significativamente

25
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diferente dos outros meses, exceto de agosto, que apresentou uma taxa de
13 %. Em dezembro e maio, foram obtidos os melhores resultados em
relacdo ao controle da oxidacdo, observando-se a auséncia de explantes
oxidados.

Néo houve nenhuma relacdo do més do ano com a contaminacao por
fungos. O mesmo nao péde ser observado na contaminacao por bactérias,
no qual o més de agosto apresentou uma diferenca significativa com
relacdo aos outros meses. Com respeito a oxidacao dos explantes, esta se
mostrou dentro dos limites aceitdveis na maioria dos meses do ano, ou seja,
inferior a 13 %, o que estd de acordo com Bernasconi et al. (1998).
Entretanto, o més de marco apresentou uma percentagem significativa de
oxidacao (30 %), que pode estar relacionada a estacdo do ano (verdo), na
qual ocorre uma maior atividade fisiolégica, ocasionando uma maior
producdo de compostos fendlicos.

O més de agosto foi o0 mais adequado para a coleta e inoculacado dos
segmentos nodais (Tabela 9). Esses resultados contrastam com os de
outros autores que verificaram que os meses mais adequados para o cultivo
in vitro de erva-mate foram os de janeiro e fevereiro (verdo). Isto pode
estar associado a presenca de microorganismos contaminantes de forma
enddgena nos explantes nos diferentes meses do ano. O més de agosto
apresentou o melhor resultado em relacdo a percentagem de explantes
sadios, e o menor valor de umidade relativa (72,5 %) e temperatura média
de 13,9 °C, o que poderia ter dificultado o desenvolvimento de
microorganismos nos tecidos da planta.
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Tabela 9. Efeito dos diferentes meses do ano no comportamento in vitro de
segmentos nodais de erva-mate.

Més/ano Fungos Bactérias Oxidados Sadios
-9% -—-——
2005
Agosto 25b 5c 13ab 57a
Setembro 40ab 40abc 10b 10b
Dezembro 50ab 45abc Ob 5b
2006
Marco 20b 3babc 30a 15b
Abril 25b 70a 5b 5b
Maio 60a 15 bc Ob 25b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os objetivos de multiplicar e enraizar in vitro as plantulas de erva-mate ndo
puderam ser alcancados em vista das altas taxas de oxidacao e
contaminacdao bacteriana e fuingica. Alguns tratamentos utilizados para a
assepsia foram eficientes no controle das contaminacdes, na fase de
estabelecimento, sendo que o tratamento com melhor resultado foi a
assepsia convencional dos explantes e nos meios de cultura acrescidos do
anticontaminante PPM™,

Mesmo com resultados satisfatérios em alguns tratamentos para
estabelecimento dos explantes, foi observado que a manutencao destes por
tempo superior a 60 dias, visando a multiplicacao, é até o momento
invidvel, devido a recontaminacdo principalmente por bactérias e
recalcitrancia dos explantes em meios contendo os agentes PPM™ e
SaniAgri™. Neste sentido, a continuidade dos trabalhos com
micropropagacao de erva-mate se faz necessdria, visto que esta técnica
teria grande impacto na producdo de mudas desta espécie, principalmente
de material adulto, que é dificil de ser propagado vegetativamente.
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O uso de hipoclorito de sddio na desinfestacao dos explantes, em parte, foi
eficiente na descontaminacdo, mas o seu uso isolado nao foi satisfatdrio
para o estabelecimento em longo prazo devido a recontaminacao
principalmente por bactérias.

O emprego de cloreto de mercturio na desinfestacdo dos explantes também
nédo proporcionou resultados satisfatérios. O cloreto de mercurio tem
apresentado boas taxas de controle de microorganismos em algumas
espécies, entretanto, foi um produto téxico e gerou residuos que devem ser
adequadamente descartados. Para erva-mate, este produto nao foi
eficiente contra bactérias em baixas concentracées e causou altas taxas de
oxidacdo quando empregado em maiores concentracées.

Nos diversos experimentos realizados, puderam ser obtidos percentuais de
sobrevivéncia de explantes de até 98 %. Os melhores resultados foram
obtidos nos tratamentos em que se utilizou o anticontaminante PPM™, com
o qual observaram-se percentuais que variaram de 83 % a 98 % de
explantes sadios, mas a manutencédo desse uso no meio de cultura, nas
concentracGes estudadas, ndo foi recomendado por causar recalcitrdncia
dos explantes. O PPM™ é um biocida de amplo espectro de acdo e
comparativamente foi mais barato em relacao a antibiéticos, sendo
recomendada para a erva-mate a utilizacdo de concentracdes entre 1 e

2 mL.L" como componente do meio de cultura (METHODS..., 2008).
Conforme Niedz (1998), as isotiazolonas sdo uma classe de biocidas
industriais que tém sido utilizadas profilaticamente na forma de
Preservative Plant Mixture (PPM) no meio de cultura para controlar
contaminacdo microbiana. Este anticontaminante tem sido utilizado no
cultivo in vitro de inUmeras espécies com resultados satisfatérios.

O desinfestante SaniAgri™, empregado na assepsia dos explantes ou no
meio de cultura, ndo proporcionou bons resultados no controle de
contaminacées in vitro, contribuindo para altas taxas de oxidacao dos
explantes. A sua utilizagdo na concentracdo de 1 mL.L" no meio de cultura
apresentou-se como satisfatdria na fase de estabelecimento, mas o seu uso
prolongado no meio causa a recalcitrancia dos explantes. Relatos de
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sucesso deste produto no cultivo in vitro de orquideas demonstram que ha
necessidade de maiores estudos com a erva-mate para definir a sua
eficdcia e modo de uso.

Resultados promissores de controle de contaminacées /in vitro de erva-mate
foram obtidos com os tratamentos de termoterapia (60 % de explantes
sadios) e coleta em diferentes épocas do ano (57 % de explantes sadios).
A efetividade da manutencao dos explantes a 4 °C durante trés dias,
provavelmente exerceu acdo contra o desenvolvimento de agentes
contaminantes bacterianos. Neste sentido, pois relevante a manutencéo de
matrizes em ambientes com controle das condicGes climaticas, a exemplo
de fitotron, onde péde-se testar o efeito de varias simulacbes entre
algumas varidveis atmosféricas, pois ha facilidade do controle
fitossanitdrio, em funcdo do ambiente protegido.

Da mesma forma, a obtencdo de menores taxas de contaminacao nos
explantes coletados em agosto pode ter sido devido aos valores baixos de
umidade relativa do ar e temperatura (ROSA et al., 2006). Entretanto,
outros trabalhos desenvolvidos com erva-mate indicam o periodo
primavera/verdo como a melhor época para coleta de explante desta
espécie. Mroginski et al. (1997) e Bernasconi et al. (1998) relataram que
os melhores resultados de estabelecimento foram obtidos com explantes de
erva-mate coletados nas épocas mais quentes do ano no hemisfério sul
(janeiro, fevereiro e marco) e que nos meses mais frios (julho e agosto), a
taxa de estabelecimento foi nula. Em funcdo da disparidade de resultados
obtidos, mais estudos sdo necessdrios.

Os resultados obtidos até o presente com micropropagacdo de erva-mate
ainda sao inconclusivos, havendo a necessidade de serem testados outros
fatores. Mesmo com resultados satisfatérios em alguns tratamentos para
estabelecimento dos explantes, foi observado que a manutencao destes por
tempo superior a 30 dias, visando a multiplicacdo, foi, até o momento,
invidvel. Neste sentido, a continuidade dos trabalhos com micropropagacao
de erva-mate se faz necessdria, visto que esta técnica teria grande impacto
na producdo de mudas desta espécie, principalmente de material adulto, o
qual é dificil de ser propagado vegetativamente.
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Em que pese as melhores respostas obtidas com o cultivo in vitro desta
espécie, na Argentina, os explantes sdo introduzidos e, apds brotacéao e
enraizamento, sdo transplantados para ambiente ex vitro. No entanto,
quando o objetivo € o rejuvenescimento de materiais adultos selecionados,
esta metodologia ndo € adequada, visto que os explantes devem ser
mantidos indeterminadamente in vitro.

Conclusodes

Em funcéo dos resultados obtidos para o cultivo /in vitro de erva-mate,
pdde-se concluir que:

- Métodos de assepsia com hipoclorito de sédio apresentam-se como
alternativa quando usados em conjunto com outros agentes desinfestantes;

- O cloreto de mercurio nao foi eficiente no controle de contaminantes em
explantes de erva-mate;

- O SaniAgri™ apresentou caréter fitotéxico em concentracées superiores
a1 mL.L". A combinacéo de hipoclorito de sddio na assepsia e adicdo de 1
mL.L" de SaniAgri™ ao meio de cultura demonstrou ser eficaz na
descontaminacdo, mas o uso prolongado (> 1 més) do agente no meio de
cultura causou recalcitrdncia aos explantes;

- O anticontaminante PPM™ proporcionou taxas de sobrevivéncia de até
98 % quando adicionado ao meio de cultura; e assim como o SaniAgri™,
apresentou melhores resultados quando realizada simultaneamente a
assepsia com hipoclorito de sédio. Da mesma forma, o seu uso prolongado
causou recalcitrdncia aos explantes;

- A termoterapia e a coleta de explantes em determinadas épocas do ano
influenciam na obtencéo de individuos sadios durante o estabelecimento;

- Até o momento, a multiplicacdo de erva-mate in vitro foi invidavel em
funcao das altas taxas de contaminacao e/ou recalcitrédncia apds o
estabelecimento.
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