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Resumo
Em função da dificuldade de propagação de erva-mate (Jlex paraguariensis St. Hil.) por via sexuada
ou assexuada, a micropropagação é uma técnica que apresenta possibilidade de aplicação. Entretanto,
em vista das dificuldades, principalmente com contaminações, ainda não se justificou técnica e
economicamente. A eficiência de tratamentos para desinfestação de segmentos nodais de erva-mate foi
testada. Os explantes foram coletados de brotações de minicepas cultivadas em sistema semi-
hidropônico, procedentes de clones de material adulto, com 1 anos de idade, resgatados via estaquia.
Testaram-se cinco tratamentos de assepsia, variando diferentes tempos de imersão em hipoclorito de
sódio. Sete dias após a introdução dos explantes in vitro verificou-se elevada taxa de contaminação por
fungos e bactérias, além de uma menor taxa de oxidação nos explantes. O hipoclorito de sódio a 5%,
com tempo de imersão de 20 minutos combinado com álcool (70%) por um minuto, proporcionou
obtenção de até 15% de explantes sadios.
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MICROPROPAGATION OF ERVA MATE: EFFECT OF THE DISINFECTION IN
THE ESTABLISHMENT OF NODAL SEGMENTS

Abstract
The propagation of mate tree (Ilex paraguariensis St. Hil.) is very difficulty by seeds and vegetative
propagation such as cutting and minicutting. The micropropagation has been used successfully to
produce of mate tree. However, when published methods of asepsis were used in our recent work
problems with contamination was seen. The aim ofthis work is to compare different method ofasepsis
to the establishment of mate tree nodal segment. The explants of adult plant (11 years old) were collect
from ministump grown in a semi-hydroponic system. After seven days of culture was verified a high
taxes of contamination (fungi and bacteria) and a lower amount of oxidation in the explants. The best
treatment tested was immersion in sodium hypochloride (5%, 20 min) combined with ethanol (70 %, |
min), this treatment yielded 15% of healthy explants.
Key- words: Jlex paraguariensis, micropropagation, asepsis, nodal segment, contamination.

Introdução
A erva-mate (Jlex paraguariensis St. Hil.) é uma espécie lenhosa, encontrada naturalmente no

nordeste da Argentina, leste do Paraguai, Uruguai e sul do Brasil. Caracteriza-se por ser uma planta
geralmente perenifólia, de importância econômica, muito cultivada nos três estados sulinos do Brasil,
pelo uso de suas folhas no preparo de uma bebida estimulante conhecida como “mate” (Rey et al.,
2002).

A produção de mudas de erva-mate via sementes apresenta uma séric de limitações e
dificuldades, como baixa qualidade genética e fisiológica das sementes, dormência das sementes,
longo tempo para estratificação, germinação demorada e desuniforme e em baixo percentual, além da
dificuldade de obtenção de sementes com alto padrão genético (Wendling, 2004). Por outro lado,
estudos visando desenvolver as técnicas de propagação vegetativa são escassos c os protocolos
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desenvolvidos até o momento se referem principalmente o material juvenil não selecionado. Entre as
principais desvantagens da propagação vegetativa tem-se a dificuldade de obtenção de enraizamento
em algumas matrizes e de enraizamento em plantas não-juvenis. Uma das possiveis causas da baixa
percentagem de enraizamento de estacas de erva-mate oriundas de árvores adultas é a baixa
juvenilidade do ramo (Wendling e Souza, 2004).

Diante do exposto, a micropropagação é uma técnica de propagação com potencial para ser
empregada. No entanto, há a necessidade de desenvolvimento de um protocolo específico de
micropropagação que possibilite a obtenção de um grande número de indivíduos com genótipos
selecionados a partir de poucas matrizes de erva-mate em curto espaço de tempo e em reduzida área de
laboratório (Rey et al., 1991). Entretanto, de acordo com Wendling (2004), o uso da micropropagação
na produção comercial de mudas de espécies florestais ainda não se justificou técnica e
economicamente, pela alta possibilidade de contaminação, alto custo, variação das condições de
cultura entre e dentro de clones.

No caso de estabelecimento de explantes de plantas matrizes adultas diretamente in vitro, as
únicas respostas que se obtêm, segundo diversos autores, são a oxidação e contaminação com fungos e
bactérias, prejudicando o processo de formação de brotações. A micropropagação de erva-mate está
limitada pela alta contaminação com fungos e/ou bactérias e pela rápida oxidação dos segmentos
nodais utilizados como explantes (Rey e Mroginski, 1988), embora nos últimos anos tenha sido
possível determinar um adequado meio de cuhivo para o estabelecimento in vitro e um apropriado tipo
de fonte de explantes (Rey er al., 1991; Bernasconi et al., 1996: Mroginski et al., 1996; Mroginski et
al., 1997; Sansberro et al., 1999; Sansberro et al., 2002).

Na fase de desinfestação a dificuldade maior reside em se obter material descontaminado, sem
conduzi-lo à morte quando isolado. São determinantes os pré-tratamentos aplicados na planta matriz
para o sucesso dessa etapa de trabalho, principalmente no que se refere aos microorganismos
endógenos. Em casa de vegetação, o controle de insetos e microorganismos é possivel por meio de
aplicações de fungicidas, bactericidas e inseticidas (Torres e Caldas, 1990). Em princípio, há quatro
principais fontes de infecções: a própria planta (internamente e externamente), o meio nutritivo
(insuficientemente esterilizado), o ar e o trabalho de laboratório. A mais importante dessas fontes de
infecção é a própria planta, devendo o material vegetal ser bem desinfestado antes e duranteo
isolamento in vitro (Pierik, 1997).

O objetivo desse trabalho foi verificar qual a forma de assepsia mais eficiente na desinfestação
de segmentos nodais, provenientes de material adulto de erva-mate propagado por estaquia
convencional, visando o estabelecimento in vitro.

Material e Métodos
Foram coletadas brotações de minicepas cultivadas em sistema semi-hidropônico, procedentes

de clones de material adulto, resgatados via estaquia. As plantas matrizes ficaram acondicionadas em
estufa onde receberam desinfestação prévia semanalmente com uma mistura de fungicidas (TE ungitol*
azul, 1 g L'! e Derosal”,2 mL L”.

“Após a coleta dos ápices das brotações, estes foram imersos em solução de ácido ascórbico
(1%) para prevenir o processo oxidativo. Em seguida foi realizada pré-assepsia dos explantes, onde
foram retiradas as folhas e excessos de hastes, com um comprimento de 1,5 em e um par de gemas,
sendo os mesmos deixados sob água corrente durante 15 minutos. Imediatamente os explantes foram
submetidos aos seguintes tratamentos de desinfestação: TO (testemunha) - imersão em álcool (70%)
por | minuto + 3 lavagens em água autoclavada; Tl - hipoclorito de sódio (5% de cloro ativo) por 10

minutos; T2 - hipoclorito de sódio por 20 minutos: T3 - hipoclorito de sódio por 10 minutos +

hipoclorito de sódio por 10 minutos e; T4 - hipoclorito de sódio por 20 minutos + hipoclorito de sódio
por 20 minutos. Todos os tratamentos de assepsia foram iniciados com imersão dos explantes em
álcool (70%) por 1 minuto c entre as imersões com álcool e hipoclorito de sódio, foi realizada uma
lavagem com água autoclavada. Ao final da assepsia foram realizadas três lavagens com água
autoclavada.

Após os tratamentos de desinfestação os explantes foram introduzidos em meio de cultura
composto pelos sais e vitaminas do meio 4 MS, contendo 14 g L! de sacarose. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8; seguido da adição de 6 g L'! de agar. O meio de cultura foi distribuído
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em recipientes de vidro com 22 cm” contendo 10 mL de meio de cultura cada, sendo em seguidaautoclavados a 120 ºC, 1,5 kg cm?, durante 20 minutos.

61 ques inoculados, os explantes foram mantidos em sala de incubação, sob fotoperíodo deoras, a C e intensidade luminosa de 85 umol s! m?, Procedeu-se a avaliação da contaminaçãoaos sete dias contados a partir da data de introdução, onde avaliaram-se as percentagens decontaminação dos explantes por fungos e bactérias, de oxidação e de explantes sadios.
o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco

repetições € quatro explantes por repetição. Os dados foram submetidos à análise de
variância, tendo as médias sido discriminadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussão
Os maiores percentuais obtidos no estabelecim

de fungos, bactérias e de oxida
obtido com o tratamento T2.

Em valores absolutos, os menores percentuais de ocorrência de fungos e bactérias foram

ento de segmentos nodais de erva-mate foram
ção (Tabela 1). O maior percentual de explantes sadios (15%), foi

obtidos no tratamento T4, entretanto com o maior percentual de oxidação e ausência de explantes
sadios Este resultado provavelmente pode ser explicado devido ao maior tempo de imersão em
hipoclorito de sódio, com redução na contaminação, mas com elevada oxidação.

Tabela 1. Percentagens de ocorrência de fungo, bactéria, oxidação e explantes sadios após 7 dias de
inoculação de segmentos nodais de erva-mate (Jlex paraguariensis St. Hil.) em meio de cultura 4 MS.

Taiiesedis Fungo Bactéria Oxidação Sadios
Yo

TO 35,0 Aa 35,0 Aa 25,0 Ab 5,0 Aab
Ti 15,0 Bab 20,0 Ba 65,0 Aab 0,0 Bb
T2 10,0 Bab 45,0 Aa 30,0 ABab 15,0 Ba
T3 15,0 BCab 30,0 Ba 55,0 Aab 0,0 Cb
T4 5,0 Bb 15,0 Ba 80,0 Aa 0,0 Bb

Médias seguidas de uma mesma letra, maiúsculas na horizontal e minúsculas na vertical, .

não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Embora com diferença significativa somente no tratamento T2, os percentuais de
contaminação bacteriana tenderam a ser maiores do que de contaminação fúngica. Esta resposta é
semelhante à encontrada por Zaniolo e Zanette (2002).

Pode-se perceber que os tratamentos aplicados aos explantes não foram eficientes para
controlar a ocorrência de fungos, exceto o tratamento T4, e de bactérias. Além disso, houve tendência
de aumento nas taxas de oxidação com o incremento do tempo de imersão em hipoclorito de sódio.

Os resultados obtidos estão de acordo com a observação de Rey e Mroginski (1988), paraos
quais a micropropagação de erva-mate está limitada pela alta contaminação com fungos e/ou bactérias
e pela oxidação dos segmentos nodais utilizados como explantes. Entretanto, como vários autores tem

relatado sucesso no estabelecimento e multiplicação in vitro de erva-mate, recomenda-se à

continuidade dos trabalhos visando estabelecer tratamentos de desinfestação cficientes dos explantes.
Há que se considerar, também, que dos vários fatores que interferem nos diferentes resultados

de estabelecimento e resposta morfogênica in vitro de erva-mate, deve-se considerar o genótipo.
Sansberro et al. (2001), em trabalho com regeneração in vitro de sete espécies do género Ilex,

obtiveram percentuais de escurecimento (oxidação) dos explantes entre O e 23%, e depnpor bactérias e fungos entre 20 e 96%. Bernasconi et al. (1998) também obtiveram res
semelhantes a estes, em experimento com cinco clones de erva-mate.

lusões o = oCone
É elevada a ocorrência de contaminações por fungos e bactérias, bem como oxidação dos

explantes de erva-mate.
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O tratamento 2 (álcool (70%) por | minuto + hipoclorito de sódio 5% por 20 minutos) propiciou
maior percentual de explante sadios.

Maiores tempos de imersão em hipoclorito de sódio proporcionam menores percentuais de
contaminação por fungos e bactérias, mas elevada oxidação e ausência de explantes sadios.
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