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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.), é o principal produto ndo madeireiro do
agronegocio florestal do Sul do Brasil. Devido ao potencial econémico, social e
ecologico, a cultura se constitui numa das opgdes de emprego e de renda, para os
produtores rurais que desenvolvem suas atividades em ervais nativos e plantados. A
producdo de mudas é feita predominantemente por sementes, porém, os frutos
maduros apresentam sementes com embrides imaturos. Assim, para promover o
desenvolvimento embrionario utiliza-se a estratificacdo em areia por seis meses, mas,
mesmo assim o percentual de germinagdo néo ultrapassa 20%. Diante disso, no
intuito de retomar as pesquisas referentes as sementes de erva-mate, este trabalho
investiga os principais problemas relacionados a germinacdo. Dessa forma, a
dissertacdo foi agrupada em trés capitulos, conforme segue: Capitulo 1.
“Caracterizacao fisiolégica das sementes de erva-mate quanto a tolerancia a
dessecagdo”, o qual objetiva classificar as sementes de erva-mate em ortodoxas,
recalcitrantes ou intermediarias. Para isso, utilizou-se o protocolo adaptado de Hong
e Ellis (1996), onde as sementes de erva-mate foram avaliadas quanto a tolerancia a
dessecacéao pelo método em silica gel. A viabilidade foi avaliada por meio do teste de
tetrazédlio e o teor de agua pelo método de estufa a 105°C £ 3°C por 24h. Apéds as
avaliagbes, os resultados indicaram que as sementes de erva-mate podem ser
classificadas como ortodoxas. Capitulo 2. “Polifendis totais, bioensaio e
histoquimica em sementes frescas, desidratadas e estratificadas de erva-mate”.
Este capitulo objetiva quantificar os polifenois totais em sementes de erva-mate:
frescas (SF); desidratadas durante setenta dias (SD) e estratificadas em areia durante
180 dias (SE); avaliar o potencial inibidor de germinacdo dos extratos em agua,
etanol/agua (1:1) e etanol (99%), oriundos das sementes (SF, SD e SE) de erva-mate
sobre a germinacao e crescimento de plantulas de alface e verificar a presenca de
polifendis em sementes frescas de erva-mate através de métodos histoquimicos. No
bioensaio utilizaram-se extratos provenientes de sementes de erva-mate sobre a
germinacao de alface e na analise histoquimica, efetuaram-se sec¢bes em sementes
de erva-mate, as quais foram coradas com corantes especificos. Assim, concluiu-se
gque em sementes frescas de erva-mate ha uma maior concentracdo de compostos
fendlicos, sendo reduzida nas sementes desidratadas e quase nula em sementes

estratificadas; pelo bioensaio foi possivel presumir que os polifendis presentes nos



extratos elaborados a partir das sementes de erva-mate, ocasionaram uma agao
fitotoxica nas raizes das plantulas de alface; na analise histoquimica foi evidenciada
a presenca de barreira rugosa lignificada e compostos fendlicos entre o endocarpo e
o endosperma das sementes de erva-mate. Capitulo 3. “Associag¢ao de fungos em
sementes e patogenicidade de Colletotrichum sobre folhas e de Fusarium em
mudas de erva-mate”. Neste capitulo objetiva-se avaliar a incidéncia dos fungos:
antes, durante e apds o processo de estratificacdo das sementes, por meio de testes
de sanidade. Foram detectados através dos testes de sanidade fungos epifiticos e
endofiticos que incidem sobre as sementes de erva-mate ao longo do processo de
estratificacdo. Além disso, fungos fitopatogénicos pertencentes ao complexo
Gibberella fujikuroi e ao complexo Fusarium graminearum podem influenciar na
qualidade fitossanitaria das mudas e no potencial germinativo das sementes de erva-

mate.

Palavras-chave: Espécies florestais nativas. Sementes ortodoxas. Patologia de

sementes. Polifendis.



ABSTRACT

The yerba mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) is the main non-timber product of the
Brazilian agribusiness. Due to the economic, social and ecological potential, culture is
one of the best options for employment and income, especially for rural producers who
develop their activities in native and planted herbs. The production of seedlings is
predominantly made by seeds, however, the mature fruits present seeds with immature
embryos. Thus, to promote embryonic development, the stratification in sand is used
for six months, but even so the percentage of germination does not exceed 20%.
Therefore, in order to resume the research concerning the seeds of yerba mate, this
work investigates the main problems related to germination. Thus, the dissertation was
grouped into three chapters, as follows: Chapter 1. "Physiological characterization
of yerba mate seeds on tolerance to desiccation”, which aims to classify yerba
mate seeds as orthodox, recalcitrant or intermediate. For this, the protocol adapted
from Hong and Ellis (1996) was used, where the yerba mate seeds were evaluated for
the desiccation tolerance by the silica gel method with the aid of a desiccator. The
viability was evaluated by the tetrazolium test and the water content by the greenhouse
method at 105 + 3 ° C for 24 h. After the evaluations, the results indicated that the
yerba mate seeds can be classified as orthodox. Chapter 2. "Total polyphenols,
bioassay and histochemistry in fresh, dehydrated and stratified seeds of yerba
mate". This chapter aims to quantify the total polyphenols in yerba mate seeds: fresh
(SF); dehydrated for seventy days (SD) and stratified in sand for 180 days (SE); (1: 1)
and ethanol (99%), from the seeds (SF, SD and SE) of yerba mate on the germination
and growth of lettuce seedlings and to verify the presence of polyphenols in fresh yerba
mate seeds by histochemical methods. In the bioassay extracts were obtained from
yerba mate seeds on lettuce germination and on histochemical analysis, sections were
done on yerba mate seeds, which were stained with specific dyes. Thus, it was
concluded that in fresh seeds of yerba mate there is a higher concentration of phenolic
compounds, being reduced in dehydrated seeds and almost null in stratified seeds; by
the bioassay it was possible to assume that the polyphenols present in the extracts
elaborated from the yerba mate seeds, caused a phytotoxic action on the roots of the
lettuce seedlings; in the histochemical analysis the presence of lignified rugged barrier
and phenolic compounds between the endocarp and the endosperm of the yerba mate

seeds was evidenced. Chapter 3. "Association of fungi on seeds and



pathogenicity of Colletotrichum about leaves and Fusarium on seedlings of
yerba mate". In this chapter we aim to evaluate the incidence of fungi: before, during
and after the process of stratification of the seeds, through sanitary tests. Epiphytic
and endophytic fungi were evaluated through sanity tests on the mate grass seeds
throughout the stratification process. In addition, phytopathogenic fungi belonging to
the Gibberella fujikuroi complex and the Fusarium graminearum complex may
influence the phytosanitary quality of the seedlings and the germinated potential of the

yerba mate seeds.

Keywords: Native forest species. Orthodox seeds. Seed pathology. Polyphenols.
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1. INTRODUGAO GERAL

Nativa da América do Sul, llex paraguariensis A. St. Hil., (erva-mate) é
tradicionalmente consumida em forma de bebida (chimarréo, tereré e cha mate) e
recentemente explorada também para fins estéticos e culinarios (FREITAS et al.,
2011, p. 103). A Alemanha, Franca, Siria e Japao importam suas folhas e as
transformam em extrato vegetal, para utilizagdo em formulacdes fitoterapicas (RIL et
al., 2011 p. 333), em fungdo das caracteristicas quimicas presentes nessa matéria-
prima (CARDUCCCI et al., 2000 p.1172). Em consequéncia da diversidade de usos,
a erva-mate tem despertado o interesse dos mercados mundiais, cuja exportacdo em
2016, teve um elevado percentual para paises como Uruguai (84,4%), Chile (3,7%),
Alemanha (2,7%), Estados Unidos da América (3,8%) e Franca (1,3%) (MDIC, 2016).

A producdo nacional de erva-mate extrativa em 2016, apresentou um
crescimento em torno de 1,7% em relacéo a 2015, alcangando 346.953 toneladas e o
segundo maior valor de produgdo, gerando em torno de R$ 398,8 milhdes (IBGE,
2016, p. 18). Por outro lado, a erva-mate cultivada, também em 2016 teve uma
reducao de 21% em sua area plantada em relagao a 2015, no entanto, a quantidade
produzida, subiu para 2,2% (SINDIMATE, 2016).

A espécie desempenha grande importancia socioecondmica para a regiao Sul
do Brasil, sendo produzida sob cultivo ou por extrativismo (SIMEAO et al., 2002), e,
com a crescente demanda e a redugao dos ervais nativos, o plantio surge como uma
solugédo para atender o mercado consumidor (WENDT, et al., 2007, p. 47). Nesse
aspecto, torna-se fundamental que a erva-mate seja produzida por sementes com alto
vigor, proporcionando mudas com elevada qualidade genética, fisioldgica e sanitaria
a fim de gerar plantas produtivas e com excelente padrao da matéria-prima.

A forma mais utilizada para propagacédo da erva-mate € por mudas
provenientes de sementes. No entanto, seus frutos maduros, possuem cerca de 99%
de embrides imaturos tornando a germinacao irregular, lenta e frequentemente baixa
(CUNHA; FERREIRA, 1987, p. 974-975). Assim, no intuito de promover o
desenvolvimento embrionario, os viveiristas utilizam mecanismos de estratificagdo das
sementes entre duas camadas de areia, porém, esse processo € muito demorado (em
torno de seis meses) (ZANON, 1988, p. 7). Contudo, apo6s esse longo periodo de
estratificacéo, o percentual de germinacao € em geral, inferior a 20% (MENNA, 1995,
p. 238; STURION, 1988, p. 8).
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Os mecanismos que envolvem a dorméncia embrionaria das sementes de erva-
mate ja foram investigados (MELLO, 1980, p. 24; FERREIRA; HU, 1984, p. 442;
ZANON, 1988, p. 5; NIKLAS, 1987, p. 48; HEUSER et al., 1993, p. 42; CATAPAN,
1998, p. 22; MEDEIROS, 1998, p. 15), entretanto, constituem um problema né&o
solucionado e, consequentemente tem sido apontado como um dos motivos pelos
quais ainda ha dificuldades na producdo das mudas. Ndo obstante as informacdes
existentes sobre a baixa capacidade de germinagao, a tecnologia de sementes ainda
tem aspectos importantes a serem esclarecidos quanto ao seu comportamento no
armazenamento, visando a conservagdo da qualidade fisiolégica. Mesmo com
algumas informacdes na literatura sobre a dorméncia das sementes de erva-mate
(MEDEIROS, 1998, p. 15), ainda ha aspectos que envolvem o desenvolvimento
morfofisiolégico das sementes de erva-mate que ndo foram sanados, especialmente
por se tratar de uma combinacgéo de causas.

Diante disso, este trabalho investiga alguns problemas relacionados a
germinacao (incidéncia de fungos; presenca de inibidores) e nessa perspectiva, a
dissertacao foi agrupada em trés capitulos, conforme segue: Capitulo 1.
“Caracterizacao fisiolégica das sementes de erva-mate quanto a tolerancia a
dessecacéao”; Capitulo 2. “Polifendis totais, bioensaio e histoquimica em sementes
frescas, desidratadas e estratificadas de erva-mate”; Capitulo 3. “Associacao de
fungos em sementes e patogenicidade de Colletotrichum spp. sobre folhas e de

Fusarium spp. em mudas de erva-mate”.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Familia Aquifoliaceae e o Género llex L.

A familia Aquifoliaceae é extensivamente disseminada nas regides tropicais e
temperadas do planeta (GROPPO; PIRANI, 2002, p. 31; GOTTLIEB et al, 2005, p.
352). Possui grande importancia madeireira (serraria e lenha), bem como algumas
espécies sao utilizadas no preparo de bebidas (BROTTO et al.,, 2007, p. 130).
Atualmente possui apenas dois géneros: Nemophantus Raf. (03 espécies) e llex L.
com cerca de 700 espécies (SPICHIGER et al., 1993, p. 463).
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O género llex L. apresenta vasta importancia econémica e de uso, sendo que
algumas das espécies sao utilizadas na jardinagem, como ornamentacgéo e outras no
preparo de bebidas (TEZUKA et al., 2013, p. 352; YANG et al., 2015, p. 733). O sul
da América do Sul é considerado um dos mais importantes centros de disperséo desse
género o qual ocorre naturalmente nessa regidao (BROTTO et al., 2007, p. 130). No
Brasil, ocorrem 70 espécies deste género, dentre as quais algumas destas sao
utilizadas como adulterantes na comercializacdo da erva-mate, dentre as quais
podemos citar: llex brevicuspis Reissek; I. theezans Mart. ex. Reissek; I. microdonta
Reissek; . dumosa var. dumosa Reissek; [. taubertiana Loes; |. pseudobruxus
Reissek; I. integerrima Reissek e I. argentina Lillo (SCHENKEL et al., 1997, p. 360).

2.2 A espécie llex paraguariensis

A erva-mate € uma arvore encontrada nas regides da Argentina, Brasil e
Paraguai (OLIVEIRA; ROTA, 1985, p. 17). Tipica da Floresta Ombroéfila Mista
(CARVALHO, 2006, p. 459), foi descrita e publicada em 1822, nas memorias do
Museu de Histéria Natural de Paris (MAZUCHOWSKI, 1991, p. 03) pelo naturalista
francés August de Saint Hilaire, que estudou e coletou o material de muitas plantas
(DANIEL, 2009, p. 40), e entre elas, a espécie llex paraguariensis, nos arredores de
Curitiba (naquela época pertencente a Provincia de Sao Paulo). O nome
“paraguariensis” foi atribuido pelo autor, por acreditar que este, era 0 mesmo material
encontrado no Paraguai (DANIEL, 2009, p. 40).

2.2.1 Area de ocorréncia natural

A ocorréncia natural da erva-mate abrange o Brasil, a Argentina e o Paraguai
(OLIVEIRA; ROTTA, 1985, p. 24; ZAMPIER, 2001, p. 07). Na Argentina esta espécie
ocupa 60% do territério e concentra-se na provincia de Misiones. Ja no Paraguai, sua
maior concentragéo situa-se entre os Rios Paraguai e Parana (OLIVEIRA; ROTTA,
1985, p. 24). No Brasil, a ocorréncia natural encontra-se predominantemente nas
regides do centro sul e sudeste do estado do Parana; praticamente em todo estado
de Santa Catarina; a regido centro-norte do Rio Grande do Sul e a regido sul do Mato
Grosso do Sul (DIAZ, 2013, p. 27).
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2.2.2 Area de produgio

A erva-mate cultivada no Brasil em 2016, ocupou uma area de 77.325 hectares,
produzindo em torno de 616.213 toneladas, com valor de produgéo atingindo R$ 541,1
milhdes. Atualmente, quatro estados brasileiros (RS, SC, PR e MS), concentram toda
a producao nacional de erva-mate, sendo que Parana, numa area de 30.388 hectares,
produziu 227.804 toneladas, obtendo o valor de producédo de R$ 161.073 milhdes
(IBGE — PAM, 2016).

Dos 20 municipios lideres de produgéo de erva-mate extrativa no Pais, 18 s&o
paranaenses. Em 2016 destacaram-se em relagdo a quantidade produzida, os
municipios de Sdo Mateus do Sul, que foi o maior produtor nacional com 65.000
toneladas, seguido por Cruz Machado (49.800 toneladas), Bituruna (25.800
toneladas), Paulo Freitas (22.600 toneladas) e Inacio Martins com 14.820 toneladas
(PEVS, 2016, p. 19).

2.2.3 Aspectos taxonomicos e botanicos

A erva-mate é uma planta albgama dioica criptica (CARVALHO, 2006, p. 457),
nao possibilitando a autopolinizagcdo, mas mesmo sendo didica, em todas as flores
encontram-se estames e pistilos, sendo que em flores femininas os estames ndo séo
funcionais e nas flores masculinas o pistilo é abortado, (Figura 1 A e 1 B) havendo
portanto somente a forma de reprodugado através da fecundagao cruzada (DANIEL,
2009, p. 45; SOUZA et al., 2015, p. 316) e a maturidade sexual inicia-se a partir do
segundo ano (se for oriunda de propagacao vegetativa) e aos cinco anos se for
produzida a partir de sementes (DANIEL, 2009, p. 45).

Sua polinizacao é realizada por insetos pertencentes as ordens Hymenoptera,
Coleoptera, Hemiptera e Diptera (FERREIRA et al.,1983, p. 30) e a floragéo ocorre
entre setembro a dezembro (CARVALHO, 2006, p. 458). Ja a frutificacao ocorre entre
dezembro e abril, onde também nesse periodo seus frutos s&o dispersos
principalmente pelos passaros (DANIEL, 2009, p. 44).

A maturagao dos frutos (Figura 2) é bastante heterogénea, assim existe grande
possibilidade de encontrar numa mesma arvore, desde frutos verdes até pds-maduros

e ainda, a coloracgéao do fruto varia de acordo com o grau de maturidade, modificando
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de verde, vermelho, vermelho vivo e violeta-escuro, quando maduro (ZANON, 1988,
p. 05).

O fruto de erva-mate (Figura 3), é classificado como drupa (drupdide)
(KUNIYOSHI, 1983, p. 41), possui formato esférico e superficie lisa com o pericarpo
constituido por uma epiderme de -cuticula espessa e um parénquima de
preenchimento ndo especializado (CATAPAN, 1998, p. 5), apresentam em média
quatro pirénios' (endocarpo + semente) (BACKES, 2002, p. 129), os quais possuem

consisténcia lenhosa e coloragdo parda com envoltérios lignificados, caracterizados

como cristas, formadas por feixes vasculares lignificados na zona do endocarpo
(AYUB et al, 1992, p. 134).

FIGURA 1. FLORES DE ERVA-MATE: (A) FEMININAS; (B) MASCULINAS.
FONTE: O autor (2017).

1 Embora o termo correto seja pirénio, neste trabalho esta estrutura sera apenas denominada como
“semente”.
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FIGURA 2. INFLORESCENCIA (A) E MATURAGAO HETEROGENEA DOS FRUTOS DE ERVA-MATE

(B).
FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 3. ASPECTO DOS FRUTOS DE ERVA-MATE: (A) FRUTO MADURO, OBOSO; (B) DRUPA
TETRALOCULAR COM QUATRO PIRENIOS; (C) PIRENIOS (ENDOCARPO + SEMENTE).
FONTE: O autor (2017).

Aderida internamente ao endocarpo esta a semente propriamente dita (Figura
4), com tegumento membranaceo (KUNIYOSHI, 1983, p. 41), de cor castanho clara e
endosperma carnoso de cor creme (DIAZ, 2013, p. 31). Seu embrido € minusculo,
situado no apice, na parte mais atenuada da semente, junto a micrépila. Entre o poro
exterior e a micrépila ha uma camara preenchida por tecido esponjoso (KUNIYOSHI,
1983, p. 41).
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FIGURA 4. CORTE LONGITUDINAL DA SEMENTE DE ERVA-MATE, INDICANDO AS ESTRUTURAS
INTERNAS.
FONTE: O autor (2017).

Com relagdo ao desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate,
Heuser (1990, p. 23 — 33), descreveu o desenvolvimento do embrido, desde o estadio
rudimentar, relatando as diferentes fases da embriogénese e endospermogénese,
concluindo que a manutencéo do suspensor para a continuidade do desenvolvimento
embrionario, tanto quanto a dindmica das reservas lipoprotéicas e seu processo de
translocacéao, sdo de fundamental importancia para a conclusao do desenvolvimento
embrionario.

Os estadios de desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate
(Figura 5), sao caracterizados pela mudanca de forma do embrido desde as fases
globular, coragéo, pos-coragao, torpedo até o estadio maduro e suas medidas de area
variam entre 25mm? a mais de 80mm? (MIRESKI et al., 2017, p. 251).
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FIGURA 5. ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DAS SEMENTES DE ERVA-MATE.
FONTE: O autor (2015). AUMENTO: 400 X. ESCALA: 2 mm.

As folhas da erva-mate (Figura 6), sdo alternas e simples, subcoriaceas a
coriaceas, geralmente estipuladas, limbo foliar obovado, com margem irregular
serrilhada ou dentada, no terco da base geralmente € lisa, com &apice obtuso
(CARVALHO, 2003, p. 280).

FIGURA 6. FOLHAS DE ERVA-MATE: (A) FOLHAS JOVENS; (B) FOLHAS MADURAS.
FONTE: O autor (2017).
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2.2.4 Inibidores da germinagao de sementes de /. paraguariensis

2.2.4.1 Substancias quimicas

Estudos relacionados aos antioxidantes (principalmente flavonoides e acidos
fendlicos), presentes em grande quantidade nas folhas de erva-mate, tem despertado
grande interesse, principalmente quanto aos beneficios relacionados a saude que
podem proporcionar (BARTE et al 2011, p. 5526). Entretanto, alguns dos
componentes podem atuar como inibidores em varios processos de desenvolvimento
das plantas, pois em nivel celular, influenciam no metabolismo de lipidios € no
mecanismo bioquimico da respiragao, inibindo o transporte de glicose e a sintese de
celulose (LADEIRA et al., 1987, p. 60).

Essas substancias, de diferentes categorias quimicas, podem ser encontradas
em sementes de varias espécies, interferindo no processo germinativo (TOKUHISA,
2007, p. 181). Bewley e Black (1982, p. 186 - 187) relataram diversos compostos
quimicos como fendis, terpenos, alcaloides, taninos, cumarinas e flavonoides,
localizados em diferentes estruturas da semente, os quais podem estar relacionados
com a dorméncia. Em sementes florestais, Maciel et al. (1992, p. 3), concluiram que
a inibicdo promovida pelos fendis & variavel de acordo com sua localizagdo na
semente. Conforme Siqueira et al. (1991. p. 79), compostos fendlicos podem inibir em
50% a germinagdo por interferirem no metabolismo energético e nos processos
biossintéticos dos embrides das sementes.

Dias (2005, p. 3), relata que os tecidos que circundam o embrido ou aqueles do
proprio embrido podem restringir a entrada de O2 e a saida de COg, interferindo na
respiracéo da semente e, consequentemente, bloqueando o crescimento do embrido.
Esta impermeabilidade aos gases é atribuida aos compostos fendlicos, existentes no
envoltério da semente, que retém o Oz, reduzindo a disponibilidade desse gas para o
embrido. Assim, nas sementes de algumas espécies do género llex, o
desenvolvimento embrionario pode estar sendo afetado pela presenca de substancias
volateis ou horménios no interior das sementes, os quais estariam dificultando a
expansao das células embrionarias e, consequentemente, retardando o seu
desenvolvimento (TEZUKA et al., 2013, p. 355). Quando essas substancias forem
eliminadas, supbe-se que os embrides possam avangar seu estadio de

desenvolvimento até atingirem o ponto de germinacgao.
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2.2.4.2 Barreiras fisicas

Apesar de possuirem endocarpo duro, lenhoso (MELLO, 1980, p. 20), as
sementes de erva-mate conseguem absorver agua ap6s um determinado tempo de
embebicdo, assegurando assim, que o endocarpo é permeavel e, portanto, nao
caracteriza uma barreira fisica que impede a germinagdo das sementes (MELLO,
1980, p. 37).

Em espécies como Cuscuta pedicellata Ledeb e C. campestris Yunck, ocorre a
dorméncia fisica, a qual ocorre no tegumento das sementes, pois estas possuem duas
camadas de células palicadicas que impedem a embebicédo. Essas camadas possuem
células esclereificadas com parede celular secundaria lignificada (VIVIAN et al., 2008,
p. 697 - 698).

2.2.4.3 Imaturidade embrionaria

Um importante mecanismo de sobrevivéncia de certas plantas (geralmente
espécies florestais nativas), retardarem a germinacdo de suas sementes, até que as
condigdes ambientais estejam adequadas, denomina-se dorméncia e geralmente
ocorre devido a reducéo da hidratagao do citoplasma. Dentre as causas de dorméncia
em sementes, destacam-se as restrigdes fisicas, devido ao endocarpo lenhoso, o qual
impede a protrusdo da raiz durante o processo de germinagdo, e, 0 embrido
fisiologicamente imaturo (MEDEIROS, 2001, p. 1 - 2).

As sementes (pirénios) de erva-mate, possuem além da imaturidade fisiol6gica
do embrido, apontada por Mello (1980, p. 20), o endocarpo lenhoso (MEDEIROS,
1998, p. 12), caracterizando a dorméncia por uma combinagéo de causas.

Na dorméncia morfofisioldgica ha diferenciacdo do embrido, porém o mesmo
se encontra pouco desenvolvido, e neste caso, o embrido requer um periodo adicional
de crescimento depois que a semente é dispersa pela planta, para que, entao, a
germinacao possa ocorrer (METIVIER, 1986, p. 349). Frequentemente € observado
em Annonaceae, Arecaceae, Araceae, Liliaceae, Magnoliaceae, sendo a maioria de
clima tropical e poucas espécies de clima temperado (BASKIN; BASKIN, 1998, p.
432).
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2.2.5 Tratamentos para facilitar a germinagao de I. paraguariensis

2.2.5.1 Estratificagdo em areia

Para que ocorra a germinagao o processo ainda utilizado € a estratificacao em
areia (ZANON, 1998, p. 7 - 8). Esse mecanismo consiste em colocar as sementes de
erva-mate em meio umido e aerado (POPINIGIS, 1977, p. 91), para que ocorram em
seu interior mudancas fisioloégicas e metabdlicas (METIVIER, 1986, p. 347). Além
disso, Kuniyoshi (1983, p. 44), observou que esse processo auxilia no abrandamento
do endocarpo pela acéo de hifas fungicas. Ja, Bewley e Black (1994, p. 73) sugerem
que o contato com um substrato Umido reduz a influéncia dos inibidores da

germinacgao.

2.2.5.2 Secagem

Segundo Dias (2005, p. 27), o calor seco pode auxiliar na superagdo da
dorméncia de algumas plantas da floresta tropical. Assim, a secagem controlada, pois
certas enzimas tém sua produgédo induzida pela secagem da semente durante seu
processo de desenvolvimento, tornando-se fundamental que a dessecacdo seja
controlada (BARBEDO; MARCOS-FILHO, 1998, p. 148).

2.2.6 Patologia de sementes

Existe um grande numero de fatores que afetam a qualidade das sementes,
dentre os quais os sanitarios que se caracterizam pelo efeito deletério provocado pela
ocorréncia de microrganismos e insetos associados as sementes, desde o campo de
producao até o armazenamento. Os mecanismos de transmissao utilizados pelos
patdbgenos sao variados e podem ser classificados de acordo com sua localizagéo na
semente (misturado, aderido a superficie ou localizado no interior da semente) e com
o desenvolvimento do patégeno durante o crescimento da planta (PESKE et al., 2012,
p. 225).

As sementes de modo geral podem abrigar e transportar microrganismos ou
agentes patogénicos de todos os grupos taxondmicos, causadores e nao causadores

de doengas (BRASIL, 2009, p. 12). De modo que, a presenca de patégenos pode
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acarretar perdas por deterioracéo, lesbes em plantulas e redugcédo no poder
germinativo das sementes (AIMI, et al., 2016, p. 1362).

A deteccdo de fungos associados as sementes pode ser realizada pelos
métodos blotter-test ou com a utilizacdo de diversos meios de cultura (LAZAROTTO,
et al., 2012, p. 494). Em espécies florestais, ha poucos estudos referentes a
associagao de patdbgenos com sementes. No entanto, esse tipo de conhecimento é
indispensavel, principalmente nas espécies florestais nativas, pois, para que as mudas
sejam produzidas com qualidade é necessario que se conheca a sanidade e a
qualidade fisiol6gica da semente utilizada (SANTOS; PARISI, 2015, P. 37).

2.2.7 Tolerancia a dessecagao

Diversas técnicas tém sido estudadas visando melhores condicbes de
armazenamento, sendo que a principal, € a redugdo do metabolismo da semente,
obtida através da dessecagao da semente ou da diminui¢cao da temperatura. Contudo,
varias espeécies tropicais, dentre as quais, muitas sao arboéreas nativas do Brasil, sdo
intolerantes a dessecacédo, sendo necessario, portanto, o desenvolvimento de
tecnologias especificas para sua conservacdo (KOHOMA et al., 2006, p. 73).

Durante a maturac&o, na maior parte das sementes € adquirida a tolerancia a
dessecacao, a qual permite que a semente seja armazenada por muitos anos sem
perda de viabilidade, sendo que essa capacidade de armazenamento varia entre as
espécies (GROOT et al., 2003, p. 279).

Essa tolerancia esta relacionada a capacidade do organismo em enfrentar o
estresse da quase completa perda de agua e, posterior reidratacao dos tecidos das
sementes, ou seja, o organismo reduz seu metabolismo apds a dessecagao e nessas
condi¢cdes acumula altos niveis de agucares (HOEKSTRA et al., 2003, p. 260). Tais
agucares podem prevenir mudancas nas fases das membranas e mudancas
estruturais das proteinas evitando que as membranas se rompam e dessa forma a
atividade enzimatica é preservada (CROWE et al., 1998, p. 221).
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CAPITULO 1

Caracterizagao fisiolégica das sementes de erva-mate quanto a tolerancia a
dessecacgao

RESUMO

A germinacgéo das sementes de erva-mate tem sido apontada como baixa, irregular e
lenta, tornando a produgdo de mudas um grande desafio. Sabe-se que perda da
viabilidade das sementes das espécies esta diretamente relacionada com a tolerancia
a dessecacdo, que € avaliada a partir da determinacdo do teor de agua minimo
suportavel pelos seus tecidos. Diante disso e da escassez de estudos nessa area,
justifica-se a conducgéo de estudos que elucidem o comportamento fisiologico das
sementes de erva-mate. Por isso, objetiva-se nesse capitulo classificar as sementes
de erva-mate em ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias. Para tanto, utilizou-se o
protocolo adaptado de Hong e Ellis (1996), onde as sementes de erva-mate foram
desidratadas em silica gel com auxilio de dessecador. A viabilidade foi avaliada por
meio do teste de tetrazdlio e o teor de agua pelo método de estufa a 105°C + 3°C por
24h. Apéds as avaliacdes, os resultados indicaram que as sementes de erva-mate
podem ser classificadas como ortodoxas, as quais podem ser armazenadas a baixa
temperatura (-18°C) e com conteudo de agua em torno de 5%, sem comprometer a

viabilidade.

Palavras-chave: Ortodoxas. Viabilidade. Teor de agua.
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CHAPTER 1

Physiological characterization of yerba mate seeds on desiccation tolerance

ABSTRACT

The germination of the yerba mate seeds has been pointed as low, irregular and slow,
making the production of seedlings a great challenge. It is known that loss of viability
of the seeds of the species is directly related to the desiccation tolerance, which is
evaluated from the determination of the minimum water content that can be supported
by their tissues. Faced with this and the scarcity of studies in this area, it is justified to
conduct studies that elucidate the physiological behaviour of the yerba mate seeds.
Therefore, this chapter aims to classify the yerba mate seeds as orthodox, recalcitrant
or intermediate. For this, the protocol adapted from Hong and Ellis (1996) was used,
where the yerba mate seeds were dehydrated in silica gel with the aid of a desiccator.
The viability was evaluated by the tetrazolium test and the water content by the
greenhouse method at 105 + 3 ° C for 24 h. After evaluations, the results indicated that
mate seeds can be classified as orthodox, which can be stored at low temperature (-
18°C) and low water content (= 5%) for long periods without compromising their

viability.

Keywords: Orthodox. Viability. Water content.
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1. INTRODUGAO

Em 2016 a produgcdo nacional de erva-mate extrativa, apresentou um
crescimento em torno de 1,7% em relacdo a 2015, alcangando 346.953 toneladas
(IBGE, 2016, p. 18). Por outro lado, a erva-mate plantada, em 2016 ocupou uma area
de 77.325 hectares, produzindo em torno de 616.213 toneladas (IBGE — PAM, 2016).

A forma mais utilizada para propagacéao dessa espécie € por meio de sementes,
por se tratar de um método com menor custo, maior dominio de produgéo, associado
as estruturas mais baratas em relagdo a propagacgéo via estaquia (WENDLING,;
BRONDANI, 2015, p. 13).

Nem todas as sementes sao tolerantes a dessecacgao, exigindo condi¢des
especiais de armazenamento (HONG et al., p. 1996). Desta forma, de modo geral as
sementes apresentam distintos comportamentos quanto a perda de agua no final da
maturacdo, os quais foram estudados por Roberts (1973, p. 501), que classificou as
sementes em ortodoxas e recalcitrantes, mais tarde Ellis et al. (1990, p. 1173)
introduziram as intermediarias. Nesse sentido, consideram-se recalcitrantes, as
sementes perdem sua viabilidade quando atingem seu nivel critico de agua (15% a
35%). Por outro lado, as sementes ortodoxas toleram dessecacéo a baixos (2% a
5%) conteudos de agua (ROBERTS, 1973, p. 501). Sementes intermediarias sao
sensiveis a temperaturas inferiores a zero (HONG; ELLIS, 1996, p. 53) e toleram
dessecacéo parcial até em torno de 10% a 12,5% de teor de agua (ELLIS et al., 1990,
p. 1173).

No que se refere ao comportamento fisiolégico das sementes de espécies do
género llex, ha poucos trabalhos, os quais apontam que as espécies da familia
Aquifoliaceae normalmente possuem sementes ortodoxas (ELLIS et al., 1987, p. 29).
Em estudos realizados por Mayrinck et al. (2016, p. 90), sementes das espécies llex
brevicuspis Reissek e [. cerasifolia Reissek apresentaram comportamento
intermediario. Com relagdo a [I. paraguariensis, Medeiros e Silva (2001, p. 44),
concluiram que as sementes dessa espécie apresentam tolerancia a dessecacao e
podem ser enquadradas no grupo das ortodoxas.

Com base na divergéncia de informagdes sobre o comportamento fisiolégico
das sementes do género llex, objetiva-se neste capitulo classificar as sementes de

erva-mate em ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizagao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Florestas (Colombo — PR), no

Laboratorio de Sementes Florestais.

2.2 Obtencao das sementes

Sementes de quinze matrizes de erva-mate da safra 2016/2017, provenientes
de Chapecd (SC) - 27° 05' 47" S/52° 37' 06" W - da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), foram doadas para a
execucao desse experimento. As sementes foram coletadas em meados de
margo/2017 e recebidas no final do mesmo més pelo laboratério de Sementes
Florestas da Embrapa Florestas. As sementes estavam acondicionadas em saco do
tipo kraft, laminado por dentro. Logo ap6s o recebimento, foram colocadas em
embalagem de vidro hermeticamente fechado e mantidas em cémara com
temperatura de 10°C e umidade relativa de 25%, apresentando viabilidade de 83% e

teor de 4gua 11,8%.

2.3 Classificagdo das sementes quanto a tolerancia a dessecagao

A classificacao fisiolégica das sementes quanto ao comportamento durante a
secagem foi realizada de acordo com o protocolo proposto por Hong e Ellis (1996, p.
17), revisto por Sacandé et al. (2004, p. 345) e adaptado neste trabalho (Figura 7).

Para a dessecacgé&o das sementes, utilizou-se 200 gramas de silica gel colocada
no fundo de dessecadores com capacidade de 2L, os quais foram acondicionados em
BOD (Biochemical Oxygen Demand), regulada para 25°C.

Apos a estabilizacdo da umidade relativa do ar no interior de cada dessecador
(25%), foi depositada a placa de porcelana perfurada, sobre a qual permaneceram
recipientes contendo cinco amostras com 30 gramas cada de sementes de erva-mate
até o estabelecimento do equilibrio higroscdpico entre a agua contida nas sementes

e a umidade relativa do ar proporcionada pela silica gel.
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Durante a dessecacao em silica gel, a massa das sementes foi avaliada a cada
meia hora até atingir 8% de conteudo de 4gua e da mesma forma, até atingir 5% de
conteudo de agua. Ao atingirem tais percentuais, as sementes foram avaliadas quanto
a viabilidade e teor de agua, conforme determina o protocolo. Ao atingirem 5% de
conteudo de agua e mais de 50% de viabilidade, o remanescente das sementes

dessecadas foi armazenado em freezer (-18°C) em vidro hermeticamente fechado

| Determinar o contetdo de agua e viabilidade |

durante 3 meses.

l Secar até 10-12% de contetido de agua I

A maioria das sementes ‘_| Determinar a viabilidade |_, A maioria das: sementes
morrem sobrevivem

¥

Secar as sementes até 8% de
contetdo de agua

A maioria das L
sementes morrem | <1 Determinar a viabilidade

A maioria das sementes
sobrevivem

¥

Secar as sementes até 5% de
contetdo de agua

y

Amaioriadas | ' Determinar a viabilidade J
sementes morrem *

A maioria das sementes
sobrevivem

(]

Armazenamento hermético a
-18°C por 3 meses

A maioria das <—| Determinar a viabilidade
sementes morrem *

A maioria das sementes
sobrevivem

4 2 L 2

| Rrecacitrante | | nTERMEDIARIA | | ORTODOXA |

FIGURA 7. ESQUEMATIZACAO DO PROTOCOLO ADAPTADO UTILIZADO PARA A
CLASSIFICACAO FISIOLOGICA DE SEMENTES DE ERVA-MATE QUANTO A TOLERANCIA A
DESSECAGAO E AO ARMAZENAMENTO.
FONTE: HONG; ELLIS (1996, P. 17).

Apds esse periodo, as sementes remanescente (armazenadas em freezer -
18°C), foram avaliadas por meio dos testes de viabilidade e monitoramento do
conteudo de agua para conclusdo do protocolo. Utilizou-se a expressao proposta por

IPGRI/DFSCI (2000, p. 349), adaptada por José et al. (2007, p. 173), para a estimativa



39

do conteudo de agua pela diferenca de massa, a cada 30 minutos até obter a umidade
alvo:

iy (100-C4iy ..
(100 — CAd) . onde:

M: massa (g) no contetido de agua desejado

Mi: massa (g) no conteudo de dgua inicial

CAi: contetdo de dgua inicial (% base timida)
CAd: conteudo de dgua desejado (% base tmida)

2.4 Determinacgéo do teor de agua?

A determinagéo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105 +
3°C por 24h, conforme prescrito pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009). Entretanto, utilizaram-se 150 sementes de erva-mate com seis repeticées de

25 sementes, sendo considerada para calculos a média das seis repetigdes.

2.5 Avaliagao da viabilidade das sementes

O teste do tetrazdlio (TZ) foi aplicado para determinar a viabilidade dos
embrides ao longo dos periodos de exposicdo a secagem, seguindo metodologia
sugerida por Catapan (2008, p. 28-29), em que o preparo das sementes para o TZ foi
realizado em quatro etapas:

| - Pré-condicionamento: 100 sementes (quatro repeticbes de 25 sementes), foram

imersas em agua destilada a temperatura de 30 °C por 24 h; I/ - Exposi¢do dos tecidos

para coloragcédo: as sementes foram cortadas longitudinalmente, préximo ao eixo

embrionario, com auxilio de bisturi e microscopio estereoscopico, sendo que apenas
a parte da semente que abrigava o embrido foi imersa para coloragéo dos tecidos em

solucao de TZ; nesta etapa foram descartadas as sementes vazias; /Il - Coloragéo: as

partes das sementes contendo o embrido foram imersas na solugédo de TZ com

concentracao de 0,1%, por 24h a 35 °C, no escuro; |V - Avaliagdo: as sementes foram

2 Segundo Marcos-Filho (2015, p. 218-221), “a proporgéo da substancia agua, em uma estrutura como
a das sementes, € definida pelo teor de agua, cuja dimensao pode ser expressa pelo grau de umidade,
permitindo o estabelecimento de comparagdes entre o comportamento de sementes que contenham
diferentes quantidades de agua.” Assim, nesse trabalho sera utilizada a expressao “teor de agua’,
indicando o “grau de umidade das sementes”.
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lavadas em agua destilada e avaliadas quanto a intensidade da coloragdo e
consisténcia dos tecidos para se obter sua viabilidade. Consideraram-se viaveis as
sementes cujo endosperma e embrido encontravam-se com a coloragdo rosa ou

vermelho claro e inviaveis as sementes de cor purpura e de cor branca (Figura 8).

2.6 Analise dos dados

Os dados foram interpretados de acordo com protocolo de classificagao
estabelecido por Hong e Ellis (1996, p. 17) revisto por Sacandé et al., (2004, p. 345)

e adaptado no presente trabalho (Figura 7).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua das sementes de erva-mate (Tabela 1) no tempo 0 (zero) foi de
11,6% e sua viabilidade avaliada pelo teste de tetrazélio apresentava-se em 80%,
sendo que a maioria dos embrides se encontravam no estadio de coragéo.

Apds duas horas de secagem em silica gel, as sementes atingiram 8% de agua,
porém, a viabilidade foi reduzida a 58%. Passadas quatro horas as sementes de erva-
mate atingiram 5,6% de agua e novamente sua viabilidade foi reduzida, agora para
52%. Segundo Nogueira et al. (2001, p. 268), para algumas espécies como Cedrela
fissilis Vell., o teor de agua das sementes também foi reduzido apés secagem em
silica gel, porém, sem prejudicar a qualidade fisiol6gica das sementes.

Assim, como a maioria das sementes apresentou-se viavel nessas condi¢cbes
de secagem, prosseguiu-se com a execucado dos procedimentos descritos no
protocolo, pelo qual o remanescente das sementes dessecadas até 5,6% de teor de
agua foram depositadas em vidro fechado, e, mantidas em condigbes de freezer a -

18°C e 44% de UR (umidade relativa), durante trés meses.
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INVIAVEL.
FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 8: VIABILIDADE DOS EMBRIOES DA SEMENTE DE ERVA-MATE: (A) VIAVEL; (B)

TABELA 1. AVALIACAO DO PERCENTUAL DE VIABILIDADE, DO TEOR DE AGUA E DO
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DAS SEMENTES DE ERVA-MATE AO LONGO DA
DESSECACAO EM SILICA GEL E DE TRES MESES DE ARMAZENAMENTO (-18°C)

TEMPO 0 VIABILIDADE :
ESTADIOS TOTAL VIAVEIS INVIAVEIS TEOR DE AGUA
Globular 09 03 06
Coragao 57 52 05

11,69
Pdés-coracéo 34 25 09 %o
% 100 80 20
TEMPO 2 HORAS VIABILIDADE :
ESTADIOS TOTAL VIAVEIS INVIAVEIS TEOR DE AGUA
Globular 09 04 05
Coragéo 56 33 23 )
Pos-coragéo 35 21 14 8,0%
% 100 58 42
TEMPO 4 HORAS VIABILIDADE :
ESTADIOS TOTAL VIAVEIS INVIAVEIS TEOR DE AGUA
Globular 04 00 04
Coragéao 59 27 32

5,6°
Pos-coracéo 37 25 12 6%
% 100 52 18
TEMPO 3 MESES VIABILIDADE :
ESTADIOS TOTAL VIAVEIS INVIAVEIS TEOR DE AGUA
Globular 00 00 00
C?ragao ) 34 15 19 019
Pds-coragéo 66 36 30
% 100 51 49

FONTE: O autor (2018).
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Apos trés meses de armazenamento em embalagem hermética no freezer (-18
°C), novamente avaliou-se a viabilidade, a qual resultou em 51% apresentando as
sementes com os embrides em sua maioria no estadio de desenvolvimento pds-
coracgéo.

Ja o teor de agua, aferido logo apés a retirada das sementes do freezer foi de
9,1%, provavelmente devido a embalagem inadequada, utilizada para armazenar as
sementes dentro do freezer por 90 dias. Pois, apesar da embalagem de vidro estar
fechada hermeticamente, ela ndo foi adequada, pois seu tamanho foi desproporcional
a quantidade de sementes, permitindo assim, o acumulo de ar. Pressupde-se que o
ar acumulado dentro da embalagem tenha influenciado no teor de agua durante os 3
meses de armazenamento em freezer a -20 °C.

Em futuros estudos, sugere-se retirar completamente o ar da embalagem em
que as sementes forem acondicionadas, para que se possa averiguar se a estocagem
das sementes de erva-mate em baixas temperaturas, aliada a baixas tensdes de
oxigénio, retardam os processos degenerativos, prolongando assim a sua viabilidade,
como sugerem Cunha e Ferreira (1987, p. 975).

O armazenamento em baixas temperaturas mantém as semente em
criptobiose, ou seja, em um estado de parada do crescimento do embrido, pela
reducdo do metabolismo ativo (FAIT et al., 2006, p. 839). Baixos teores de agua
reduzem a taxa metabdlica das sementes resultando na manutencao da viabilidade
durante o armazenamento. Entretanto, as sementes de erva-mate ao absorverem
umidade, enquanto estavam armazenadas durante trés meses em -18°C,
desencadearam sinais internos em nivel molecular, que possivelmente induziram a
ativacdo de compostos ou reagcbes metabdlicas responsaveis pelo crescimento do
embrido.

De acordo com os resultados observados, antes de serem armazenadas no frio
durante os trés meses, as sementes apresentavam 59% dos embrides no estadio
coragao. Apds o tempo de armazenamento, verificou-se que haviam apenas 34% de
embrides nesse estadio. Ou seja, supde-se que houve um lento desenvolvimento
embrionario, pois ao final dos trés meses de armazenamento haviam 29% a mais de
embrides em estagio pés-coragcéo em relagc&o ao inicio da armazenagem.

Seguindo a metodologia sugerida por Hong e Ellis (1996, p. 17) revista por
Sacandé et al., (2004, p. 345) e seguida no presente trabalho, observa-se pelos

resultados obtidos que as sementes de erva-mate apresentam em torno de 11% a
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12% de conteudo de agua inicial em ambiente natural, suportam dessecacao até 5,6%
de teor de agua e podem ser armazenadas a temperaturas inferiores a zero (-18°C)
sem perderem consideravelmente a sua viabilidade por pelo menos trés meses.
Assim, as sementes de erva-mate nao podem ser consideradas recalcitrantes,
pois a este grupo de sementes pertencem aquelas cujo nivel critico de agua esta
acima dos 15%. Da mesma forma, ndo podem pertencer a classe intermediaria, pois
neste grupo encontram-se as sementes que toleram dessecagao parcial até em torno
de 10% de teor de agua e sao sensiveis a temperaturas inferiores a zero (HONG,;
ELLIS, 1996, p. 53). Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho corroboram

com as conclusdes de Medeiros e Silva (2001, p. 44).

4 CONCLUSOES

Sementes de erva-mate apresentam tolerancia a dessecacao e podem ser

classificadas como ortodoxas.
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CAPITULO 2

Polifendis totais, bioensaio e histoquimica em sementes frescas, desidratadas
e estratificadas de erva-mate

RESUMO

Pesquisas revelam que compostos fendlicos inibem a germinagdo de sementes por
interferirem no metabolismo energético e nos processos biossintéticos dos embrides
das sementes. Nesse aspecto, este capitulo objetivou, quantificar os polifendis totais
em sementes de erva-mate: frescas (SF); desidratadas durante setenta dias (SD) e
estratificadas em areia durante 180 dias (SE); avaliar o potencial inibidor de
germinacao dos extratos em agua, etanol/agua (1:1) e etanol (99%), oriundos das
sementes (SF, SD e SE) de erva-mate sobre a germinacgéo e crescimento de plantulas
de alface e verificar a presenca de polifen6is em sementes frescas de erva-mate
através de métodos histoquimicos. Para isso, utilizou-se a reag&o de oxirredugao com
reagente de Folin-Ciocalteu e acido galico para construgdo da curva de calibragéo.
Apds a obtencao da curva de calibragéo, foram utilizados os dados da equacéo da
reta para calcular a quantidade de polifendéis totais. No bioensaio utilizaram-se extratos
provenientes de sementes de erva-mate sobre a germinacéo de alface e na analise
histoquimica, efetuaram-se sec¢cbes em sementes de erva-mate, as quais foram
coradas com corantes especificos. Concluiu-se que, em sementes frescas de erva-
mate ha uma maior concentracdo de compostos fendlicos, sendo reduzida nas
sementes desidratadas e quase nula em sementes estratificadas. Os compostos
fendlicos presentes nos extratos provenientes de sementes de erva-mate interferem
na germinag&o das sementes e no desenvolvimento radicular das plantulas de alface.
Na analise histoquimica das sementes de erva-mate foi evidenciada a presenca de

barreira rugosa lignificada entre o endocarpo e o tegumento.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Antioxidantes. Lignina.
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CHAPTER 2

Total polyphenols, bioassay and histochemistry in fresh, dehydrated and
stratified of yerba mate seeds

ABSTRACT

Research has shown that phenolic compounds inhibit up to 50% of germination by
interfering with energy metabolism and biosynthetic processes of seed embryos. In
this aspect, this chapter aimed to quantify the total polyphenols in yerba mate seeds:
fresh (SF); dehydrated for seventy days (SD) and stratified in sand for 180 days (SE);
(1: 1) and ethanol (99%), from the seeds (SF, SD and SE) of yerba mate on the
germination and growth of lettuce seedlings and to verify the presence of polyphenols
in fresh yerba mate seeds by histochemical methods. For this, the oxidation reaction
with Folin-Ciocalteu reagent and gallic acid was used to construct the calibration curve.
After obtaining the calibration curve, the data of the equation of the line were used to
calculate the amount of total polyphenols. In the bioassay extracts were obtained from
yerba mate seeds on lettuce germination and on histochemical analysis, sections were
done on yerba mate seeds, which were stained with specific dyes. It was concluded
that in fresh seeds of yerba mate there is a higher concentration of phenolic
compounds, being reduced in dehydrated seeds and almost null in stratified seeds.
The phenolic compounds present in extracts from yerba mate seeds interfere with seed
germination and root development of lettuce seedlings. In the histochemical analysis
of yerba mate seeds, the presence of a lignified rugged barrier between the endocarp

and the tegument was evidenced.

Keywords: llex paraguariensis. Antioxidants; Lignin.
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1. INTRODUGAO

Nativa da América do Sul, a erva-mate (llex paraguariensis A. St Hil.), ainda é
tradicionalmente consumida em forma de bebida (chimarréo, tereré e cha mate).
Entretanto, a espécie é explorada também para fins estéticos, fitoterapicos e culinarios
(FREITAS et al., 2011, p. 103). Devido a diversidade de usos, a espécie tem atraido
os mercados mundiais interessados pela descoberta de novos produtos, derivados da
espécie, elevando em 11%, em 2016 a sua exportagao para paises como o Uruguai,
Chile, Alemanha, Franga e Estados Unidos da América (MDIC, 2016).

A Europa, Estados Unidos, Siria e Japao importam folhas de erva-mate e as
transformam em extrato vegetal, para utilizacdo em formulacdes fitoterapicas (RIL et
al., 2011 p. 333) em funcao das caracteristicas quimicas presentes nessa matéria-
prima (CARDUCCCI et al., 2000 p.1172). Bebidas a base de erva-mate, apresentam
propriedades antioxidantes devido aos acidos fendlicos presentes em altas
concentragdes. Assim, a ingestdo de um extrato aquoso de erva-mate poderia suprir
quantidades significativas de compostos antioxidantes, aumentando as defesas do
organismo humano contra o ataque de radicais livres (SANTOS et al., 2014, p. 78).

Para abastecer o mercado nacional e internacional s&o necessarias mudas com
qualidade genética, fisioldgica e sanitaria a fim de gerar plantas produtivas e com
elevado padrdo da matéria-prima. Contudo, a producdo de mudas seminais de erva-
mate, ainda € um grande entrave, principalmente pela baixa, desuniforme e lenta
germinagao de suas sementes.

Sementes do género llex, na época da dispersao possuem embrides imaturos,
necessitando de longo periodo de estratificacdo para que as sementes se tornem
passiveis de germinarem (CATAPAN, 1998; CUQUEL et al.,, 1994; FOWLER;
STURION, 2000). No processo de estratificacdo conserva-se a umidade das
sementes, ao mesmo tempo em que se abaixa a tensao de oxigénio e eleva-se a de
COg2, proporcionando as condigbes adequadas de temperatura e umidade, formando
um ambiente ideal para o desenvolvimento integral do embrido (CUNHA; FERREIRA,
1987, p. 975).

Embora a estratificacdo promova o desenvolvimento embrionario das sementes
de erva-mate, este processo € muito longo, em torno de seis meses. Métodos mais
praticos e expeditos sdo necessarios para que a producdo de mudas seminais seja

mais rapida, facil e eficiente. Para isso, sdo necessarias pesquisas que elucidem os
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mecanismos de desenvolvimento que ocorrem no interior da semente durante a
estratificacdo para entéo propor solugées que sobreponham a estratificacao.

Ha ainda uma série de questdes que envolvem 0s mecanismos
morfofisiolégicos da dorméncia das sementes de erva-mate que ainda n&o foram
investigados. Entre eles, a possibilidade de inibidores da germinagdo, como 0s
compostos fendlicos.

Nesse sentido, estudos realizados por Medeiros et al., (1997, p. 418 - 419),
apontaram diferencas significativas entre os conteudos fendlicos, extraidos das
sementes de erva-mate provenientes de Iguatemi - MS e Guarapuava - PR, pelo
método de Hartree. Nas espécies llex rotunda Thunb. e /. latifolia Thunb., Tezuka et
al., (2013, p. 354), verificaram a presenca de polifendis nas estruturas do embrido e
do endosperma.

Maciel et al. (1992, p. 3) trabalhando com sementes florestais, concluiram que
a inibicdo promovida pelos fendis & variavel de acordo com sua localizagdo na
semente. Ja Diapp (1984, p. 119) levanta a hipotese da existéncia de inibidores da
germinagédo na semente de erva-mate, conforme ja havia se referido Wareing (1965,
p. 915), que afirma que a dorméncia de sementes, genericamente, € funcédo da
proporgao entre promotores e inibidores enddgenos.

Para Menezes et al. (2009, p. 38), a presenca de compostos fendlicos no
tegumento pode controlar a entrada de oxigénio no interior da semente, pois estes
fixam o O2 que a semente esta absorvendo, impedindo a chegada deste no seu
interior. Além disso, Tokuhisa et al. (2007, p. 181) mencionam que substancias de
diferentes categorias quimicas podem ser encontradas em sementes de varias
espécies, interferindo no processo germinativo.

Ademais, Bewley e Black (1994, p. 73) sugerem que o contato com um
substrato umido reduz a influéncia dos inibidores de germinagéo devido a sua
lixiviagdo. Assim, supbe-se que ao longo do processo de estratificacao das sementes
de erva-mate ocorra a lixiviagdo dos inibidores da germinagéo ou ainda, que alguns
métodos de secagem possam promover a volatilizagdo destes compostos, como
sugerido por Fadimu et al. (2014, p. 60), considerando uma das alternativas ao longo
periodo de estratificacao.

Presentes nas estruturas das sementes, alguns compostos quimicos
determinam o vigor das pléantulas durante o processo de germinagéo, uma vez que

podem ser mobilizados dos tecidos de reserva e utilizados como combustivel
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energético (CORTE et al., 2008, p. 642), ja outros podem inibir ou retardar a
germinagdo das sementes. Nessa perspectiva, estudos histoquimicos sé&o
importantes ferramentas na elucidagado da composicao e organizacao celular. Porém,
ha poucos estudos referentes aos aspectos histoquimicos de sementes florestais e
sua correlagdo com o processo de germinacgédo (OLIVEIRA et al., 2012).

Na deteccgao de inibidores da germinacé&o, o bioensaio utilizando sementes de
alface, tem sido apontado como um método eficiente (PEREIRA et al., 2002, p. 308),
uma vez que, sementes e plantulas de alface (Lactuca sativa L.) sao indicadores
eficientes, empregados para a detecc¢éo do efeito fitotoxico, pela sensibilidade a varios
aleloquimicos (AUMONDE et al., 2013, p. 3182).

Diante disso, objetivou-se quantificar os polifendis totais em sementes de erva-
mate: frescas (SF); desidratadas durante setenta dias (SD) e estratificadas em areia
durante 180 dias (SE); avaliar o potencial inibidor de germinagao dos extratos em
agua, etanol/agua (1:1) e etanol (99%), oriundos das sementes (SF, SD e SE) de erva-
mate sobre a germinagéo e crescimento de plantulas de alface e verificar a presenca

de polifendis em sementes frescas de erva-mate através de métodos histoquimicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizagao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Florestas (Colombo — PR), nos
seguintes laboratérios: Laboratério de Tecnologia de Produtos Florestais Nao-
Madeiraveis: quantificagdo do teor total de compostos fendlicos pelo método Folin-
Ciocalteau adaptado de Frizon et al. (2015, p. 796), para sementes de erva-mate.
Laboratério de Patologia Florestal: andlise histoquimica das sementes de erva-
mate. Laboratério de Sementes Florestais: bioensaio. Laboratério de Propagacgao

de Espécies Florestais: estratificacdo das sementes em estufa.

2.2 Obtencao das sementes e caracterizagao das amostras

Frutos de erva-mate da safra 2016/2017 provenientes de Colombo-PR (25°20’
S e 49°14’ W, 950 m) e Ivai-PR (25°1'8.64 "S e 50°49'13.29", 750 m), foram obtidos



51

de 15 arvores matrizes, obedecendo a distancia minima de 100 metros entre elas. Os
frutos maduros (roxo-avermelhados) foram despolpados por meio de maceragdo em
agua corrente. Em seguida, as sementes permaneceram sobre peneiras durante 24
horas para a perda do excesso de agua do processo de despolpa. Logo apos as
sementes foram acondicionadas em vidros hermeticamente fechados em camara com
temperatura de 10°C e umidade relativa de 25%.

As sementes foram separadas em dois lotes: (1) lvai e (2) Colombo para a

realizacéo dos testes propostos.

2.2.1 Amostra 1: sementes de erva-mate frescas (SF)3

Sementes provenientes da despolpa dos frutos de erva-mate, foram
acondicionadas em vidros hermeticamente fechados em camara com temperatura de
10°C (£2°C) e umidade relativa de 25% (+ 5°C) por 30 dias.

2.2.2 Amostra 2: sementes desidratadas durante 70 dias (SD)

Sementes de erva-mate foram colocadas em fina camada dentro de bandeja
plastica aberta e depositadas em prateleira com livre circulagdo de ar na camara em
condigdes de 10°C de temperatura e 25% de umidade relativa (UR) durante 70 dias.

Aos setenta dias o teor de 4gua destas sementes foi de 5,7%.

2.2.3 Amostra 3: sementes estratificadas em areia durante 180 dias (SE)

O método de estratificacao foi adaptado de Zanon (1988, p. 6 - 7) e consistiu
na distribuigdo de uma camada de sementes entre duas camadas de areia. Para isso,
utilizaram-se caixas pretas de polietileno com fundo perfurado, nas dimensdes 12cm
x 15cm x 30cm (profundidade, largura, comprimento). Como substrato, a areia grossa
foi colocada no fundo de cada caixa até 4 cm e sobre ela uma fina camada de

sementes de erva-mate (30 g), acondicionadas em envelope de sombrite. Recobrindo

3 Sementes desta amostra (Amostra 1) foram armazenadas hermeticamente a 10°C e 25% de UR,
durante trinta dias. Apds esse periodo realizaram-se as analises. Tais amostras, neste trabalho, foram
denominadas de "Sementes Frescas".
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o envelope de sombrite, outra camada de 4 cm de areia. As caixas foram
acondicionadas em estufa com irrigagdo automatizada e sem controle de temperatura,
durante seis meses.

Todos os procedimentos abaixo descritos foram igualmente executados para
os trés tipos de amostras: Sementes Frescas (SF); Sementes Desidratadas durante

70 dias (SD) e Sementes Estratificadas em areia durante 180 dias (SE).

2.3 Preparo da amostra

Para a analise dos compostos fendlicos, as sementes de erva-mate
(denominadas amostras), foram trituradas em liquidificador de bancada e em seguida

foram preparados os extratos.

2.4 Preparo dos extratos

Cinco gramas de sementes (anteriormente trituradas) de cada amostra, foram
depositadas em tubos de centrifugacao tipo Falcon. Em seguida, foram adicionados
separadamente 25mL de cada solvente: (etanol 100%; etanol+agua (1:1) e agua
(80°C)). Em seguida, os tubos Falcon foram envoltos individualmente em papel
aluminio e ultrasonicados a 30°C durante 30 minutos e depositados em ambiente
escuro, em temperatura ambiente, durante 24 horas. Apés, os extratos foram filtrados
e avolumados em balbes volumétricos para 25 mL, com seus respectivos solventes.

Cada extrato foi preparado em duplicata.

2.5 Solugao tampao de carbonato de sédio (15%)

Quinze gramas de carbonato de s6dio (Na2CO3) foram dissolvidos em agua
ultrapura e avolumados com a mesma agua, em bal&do, para 100 mL. Apds, essa
solucao foi filtrada em funil com papel de filtragédo rapida, para um frasco. Em seguida,

reservada em temperatura ambiente.

2.6 Solugao acido-galico
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Pesou-se 0,1 gramas de acido galico (C7HeOs) e dissolveu-se em agua

ultrapura. Em seguida avolumou-se com a mesma agua, em bal&o, para 100 mL.

2.7 Solugao branco

Utilizou-se essa solucao na calibracdo do espectrofotdmetro, antes da leitura
das amostras, cuja funcao € zerar o equipamento de qualquer residuo fenélico que
possa estar aderido as paredes das cubetas. Assim, para o preparo, pipetaram-se 10
mL da solu¢do tampéo e adicionaram-se 2,5 mL de Folin-Ciocalteu. Em seguida o

baldo foi avolumado para 50 mL com agua ultrapura.

2.8 Solucao para determinagao de compostos fendlicos nas sementes

Em baldo de 10mL foram adicionados 100uL da amostra, 500uL do reagente
Folin-Ciocalteu e 200uL de Carbonato de sédio (15%) e avolumado com agua
ultrapura. Em seguida os balbes foram agitados em vortex durante 1 minuto e
permaneceram no escuro durante duas horas para que ocorra o tempo da reagao.

Esta solucao foi preparada em triplicata para cada amostra.

2.9 Curva de calibragao

Em balbées volumétricos de 10mL foram adicionadas aliquotas da solugéo
padrao de acido galico, de modo a se obter solu¢gbes com diferentes concentragdes,
conforme a Tabela 2, juntamente com 500uL do reagente Folin-Ciocalteau. Em
seguida foram adicionados 2mL de solugdo tampdo, em seguida o baldo foi

avolumado com agua ultrapura e agitado por 1 minuto.
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TABELA 2. CURVA PADRAO DO ACIDO GALICO

Solugao padrao (C7HeOs) Folin Ciocalteu Solugao Tampao (Na2COs)
(uL) (uL) (mL)
150 500 2,00
200 500 2,00
300 500 2,00
400 500 2,00
500 500 2,00
600 500 2,00
700 500 2,00
800 500 2,00
900 500 2,00
1000 500 2,00

FONTE: O autor (2018).

As solucdes contendo as diferentes concentragdes de acido galico foram
deixadas em repouso ao abrigo da luz por duas horas e em seguida foi realizada a
leitura em espectrofotémetro UV-vis (SHIMADZU UV-1800) a 760nm, adaptado de
Horzic et. al., (2009, p. 442).

2.10 Polifendis totais

A determinacao da concentragao de polifendis totais nos extratos aquosos de
erva-mate elaborados foi realizada por meio da reacéo de oxirredugdo com reagente
de Folin-Ciocalteu (FRIZON et al., 2015, p. 796), o qual reage com as hidroxilas
presentes nos polifendis. As leituras em triplicata da absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro (UV-vis (SHIMADZU UV-1800)) em comprimento de onda de 760
nm, conforme o método adaptado de Horzi¢ et. al., (2009, p. 442). Utilizou-se como
padrao o acido galico, nas concentragdes de 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e
10,0 mg.L™" para construir a curva de calibragdo. Apds a obtencdo da curva de
calibragao, foram utilizados os dados da equacéao da reta para calcular a quantidade

de polifenois totais, os quais foram expressos em mg.L" equivalente em &cido galico.

2.11 Calculos para quantificagdo dos teores de polifendis totais

2.11.1 Equagao da reta
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Apobs a obtencao da curva de calibragao, foram utilizados os dados da equacao
da reta para calcular a quantidade de polifendis totais, os quais foram expressos em

mg.L"" equivalente em acido galico.

2.11.2 Valor em gramas da amostra que tera no volume do extrato
X1(9)=(0,1) * (5) / (25).

2.11.3 Compostos fendlicos totais equivalentes em acido galico
Y1 (mg)= (10) * (concentragao ajustada pela equagé&o da curva de calibragéo) / 1000.

2.11.4 Compostos fendlicos totais, equivalente em acido galico em mg.L"!
Z1(mg.L") =Y1/ Xy

2.12 Analise histoquimica

Nas analises histoquimicas foram utilizadas 100 sementes frescas de erva-
mate, as quais foram previamente hidratadas em agua durante 24 horas, a 35°C.
Apods, foram realizados cortes a méao livre com auxilio de lamina de barbear e,
posteriormente, procedeu-se o tratamento das sec¢bes com diferentes corantes
especificos, sendo: Safranina e Azul de Astra, uma dupla coloragdo para parede
celulésica (azul) e parede lignificada ou suberificada (vermelho); Cloreto de ferro I,
Vanilina Cloridrica e Floroglucina Acida para compostos fenélicos (marrom), segundo
metodologias propostas por Ventrella et al. (2013, p. 31 - 35). As sec¢des foram
montadas em laminas semipermanentes e o material foi observado em microscépio
optico (Carl Zeiss AxioLab. A1) e fotografado com camera digital (Sony Cyber Shot
Lens G).

2.13 Bioensaio

Para o bioensaio, foram utilizadas sementes de alface crespa Grand Rapids,
adquiridas no comércio local e extratos elaborados a partir de sementes frescas (SE),
desidratadas (SD) e estratificadas (SE) de erva-mate em solventes (etanol, etanol +
agua e agua) conforme descrito anteriormente. Considerou-se extrato bruto com

100% de concentragéo, o conteudo liquido do baldo de 25mL, cuja concentragéo néo
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foi utilizada por causar inibigao total da germinacéo de sementes de alface, observada
em pré-teste. A partir disso, optou-se em diluir as solugdes para 50% de concentracao.
O pH dos extratos foi determinado com peagédmetro GENAKA (PG 1800), seguindo
instrugdes do fabricante, assim como o potencial osmético que foi medido em todos
os extratos. O efeito destas concentragbes foi comparado com o de agua destilada,
considerada como testemunha (concentragéo 0%).

A porcentagem de germinacdo foi calculada pela férmula proposta por
Labouriau e Valadares (1976, p. 272): %G = NG X 100% / NT, onde: NG é o numero
de sementes germinadas e NT o numero de sementes colocadas para germinar. Ja o
indice de velocidade de germinacao foi calculado por: IVG = G1/N1 + G2/N2 +
G3/N3... + Gn/Nn, onde IVG = indice de velocidade de germinagao; G1 = numero de
sementes germinadas na leitura 1; N1 = numero de dias transcorridos a partir da
semeadura (HOFFMANN et al., 2007, p. 13).

O teste de germinacgao foi conduzido em caixas plasticas do tipo gerbox, com
quatro repeticbes de 50 sementes, as quais foram umedecidas com as diferentes
solugdes, com volume de 2,5 vezes o peso de dois papeis filtro. Os gerbox foram
acondicionados em camara de germinagcdo (BOD), com temperatura a 25°C no
escuro, durante sete dias. A avaliagao foi realizada com as contagens diarias sempre
no mesmo horario, de 12 em 12 horas, a partir da emissdo da radicula com
comprimento de no minimo 2,0 mm de comprimento (MACIAS et al., 2000, p. 2519).
Dentre os varios critérios adotados para caracterizar a germinagédo, a emissao da
radicula com comprimento de no minimo 2,0 mm (MACIAS et al., 2000, p. 2519), é
adotada em varios estudos referentes as sementes de alface (SOUZA et al., 2005, p.
32; FERREIRA et al., 2007, p. 1055; GUSMAN et al., 2008, p. 120; COELHO et al.,
2011, p. 3183; PAULA et al., 2015, p. 446), pois, segundo Hartmann et al., (2001, p.
347) esta é a primeira evidéncia da germinagao.

Aos sete dias apoés a instalagao do teste, foi realizada a avaliagao das plantulas,
classificando-as em normais ou anormais e com auxilio de uma régua foi mensurado
o comprimento (cm) do hipocétilo e da radicula.

Foi utilizado o delineamento em esquema fatorial (3 x 2 x 3), compreendendo
respectivamente a procedéncia, os extratos e as amostras, totalizando 18 tratamentos

com quatro repeticdes de 50 sementes cada.
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2.14 Analise estatistica dos dados

As variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett, e as variaveis que apresentaram diferengas significativas pelo teste

F tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo das absorbancias obtidas através do preparo da solu¢do padrao
de acido galico avaliado em diferentes concentragdes, conforme o item 2.9 (Tabela 2),

resultou na curva analitica de compostos fendlicos totais (Figura 9).
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FIGURA 9. CURVA DE CALIBRACAO PARA A QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS, EQUIVALENTE EM ACIDO GALICO PELO METODO FOLIN-CIOCALTEAU.
FONTE: O autor (2017).

3.1 Polifendis totais

Os extratos obtidos com de etanol (Tabela 3), apresentaram os maiores valores
de concentracio de compostos fendlicos totais variando entre 0,2165 mg.g™' (amostra
SF); 0,0647 mg.g™"' (amostra SD) a 0,0281 mg.g™' (amostra SE), nas sementes de Ivai
- PR e entre 0,2084 mg.g™' (amostra SF); 0,0472 mg.g™' (amostra SD) e 0,0232 mg.g°
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', (amostra SE), nas de Colombo - PR. Por outro lado, os extratos de agua e etanol e
somente agua apresentaram os menores valores de concentracao de polifendis totais.
Contudo, de acordo com a analise de variancia, néo houve efeito significativo entre as
procedéncias se compararmos o extrato etandlico e extrato aquoso. Ja o extrato
etanol + agua apresentou diferenca significativa entre as procedéncias na amostra SF,
mas néo apresentou diferenca significativa nas amostras SE e SD.

TABELA 3. TEORES DE POLIFENOIS TOTAIS (MG.G-1), REFERENTES A TRES DIFERENTES
EXTRATOS ELABORADOS COM SEMENTES DE ERVA-MATE FRESCAS (SF), DESIDRATADAS

DURANTE 70 DIAS (SD) E ESTRATIFICADAS POR 180 DIAS (SE), ORIUNDAS DE IVAi E COLOMBO
(PR)

Amostras Tratam?ntgs Extrato etandlico EtanoI.+ Agua Extrato CV%
Procedéncias (1:1) aquoso
Colombo 0,2084 A a 0,1870B a 0,1883 B a 12,2
SF Ivai 0,2165 A a 0,1488 C b 0,1520B b 19,2
CV% 17,4 13,6 12,4 -
Colombo 0,0472 A a 0,0374Bb 0,0549 A a 16,3
SD Ivai 0,0647 A a 0,0560 B a 0,0626 A a 15,6
CV% 12,3 18,5 18,8 -
Colombo 0,0232 Aa 0,0175Bb 0,0146 Cb 141
SE Ivai 0,0281 A a 0,0195Bb 0,0136 C ¢ 11,5
CV% 13,3 17,2 16,3 -

CVq: Coeficiente de variagdo; Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas (linhas) e minusculas
(colunas) néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
FONTE: O autor (2018).

Observou-se também que em sementes frescas (SF) os teores de polifendis
totais nos diferentes extratos foi maior em relagcdo as demais amostras, sugerindo
assim, que com a aplicagdo do método de secagem (amostra SD) e com o processo
de estratificagdo (amostra SE), a concentragéo de polifendis nas sementes de erva-
mate foi reduzida.

Vieira et al. (2000, p. 58), avaliou sementes de arroz (Oryza sativa L.), nas quais
foi observado que em condi¢cdes de camara fria e seca (10°C e 50% UR) houve
reducado na concentracado de polifendis totais. Da mesma forma, em sementes de
sorgo (Sorghum vulgare Pers.), Oliveira et al. (2011, p. 700) observou a diminuicdo de
compostos fendlicos devido a sua oxidagao, durante o armazenamento das sementes
em cémara fria (10° C e 50% de UR).

Estudos realizados com sementes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze.,
Myroxylon balsamum (L.) Harms., Piptadenia macrocarpa Benth., Joannesia princeps
Vell. e Dalbergia nigra Vell., mostraram a existéncia de sensiveis diferengas entre as
quantidades de constituintes fenolicos (MACIEL; ANDRADE, 1996, p. 26). Nesse

sentido, evidenciou-se que a presenga de compostos fendlicos de distintas categorias
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quimicas, dentro das sementes, foi variavel de acordo com sua localizagcado e sua
atuacao pode ser observada em diversos processos biolégicos (MACIEL et al., 1992,
p. 7 - 8). Em alguns casos ainda, podera haver supressdo da germinagcéo das
sementes (LODHI, 1979, p. 1087-1088). Logo, diversas partes constituintes da
semente podem conter inibidores que afetam a germinacao (TOOLE et al., 1956, p.
306; BASKIN e BASKIN, 1998, p. 30).

3.2 Histoquimica

As analises histoquimicas permitiram detectar que existem barreiras
lignificadas e rugosas entre o endocarpo e o tegumento (Figura 10 A), assim como, a
presenca de compostos fendlicos (Figura 10 B), depositados nas sementes de erva-
mate na regido do tegumento. Tais resultados reforgam a hip6tese de que substancias
quimicas, tais como polifendis, presentes nas sementes de erva-mate, podem inibir o
desenvolvimento embrionario e, consequentemente reduzir a germinagao.

Em espécies como o mamao (Carica papaya L.), o umedecimento do substrato
de germinagao com solugao preparada a partir da sarcotesta de sementes de mamao
afetou a germinagdo das sementes de alface (TOKUHISA et al., 2007, p. 187). Da
mesma forma, o extrato preparado a partir do espermoderma de sementes de café
(Coffea arabica L.), contribuiu na baixa germinagcdo de sementes de alface,
provavelmente devido a presenca de cafeina (PEREIRA, et a., 2002, p. 310).

Segundo estudos realizados por Neves et al., (2013, p. 126), os extratos
aquosos do eixo embrionario e cotilédones de cutieira (Joannesia princeps Vell.),
afetaram significativamente a germinacao de sementes de alface.

Logo, para a erva-mate, sugerem-se novos estudos para esclarecer qual a

funcdo dos compostos fendlicos nas estruturas das sementes.
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FIGURA 10. CORTE HISTOLOGICO TRANSVERSAL EM SEMENTES DE ERVA-MATE, INDICANDO:
(A) BARREIRA RUGOSA LIGNIFICADA; (B) PRESENCA DE POLIFENOIS. FOTO: SILVA, C. B.
(2017), AUMENTO 150X.

FONTE: O autor (2017).
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3.3 Bioensaio

Os resultados obtidos no bioensaio de germinagdo da alface estao
apresentados na Tabela 4, 5 e 6 que ilustra o efeito fitotdxico dos extratos obtidos das
sementes de erva-mate sobre a porcentagem e velocidade da germinagdo das
sementes.

Ao observar os resultados do teste (IVG) indice de velocidade de germinacao
(Tabela 4), verifica-se o0 atraso na germinacédo das sementes de alface, quando
comparadas com o controle. Dessa forma, presume-se que o vigor das sementes de
alface foi enfraquecido quando em contato com os extratos provenientes das
sementes de erva-mate, os quais podem ter provocando redugéo na uniformidade de
germinacao. Esse fato pode ser consequente do efeito negativo do extrato sobre a
mobilizagdo dos componentes nutritivos para a radicula e hipocétilo (HOFFMANN, et
al., 2007, p.15; AUMONDE, et al., 2013, p. 3186).
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TABELA 4. INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) DAS SEMENTES DE ALFACE
SUBMETIDAS A TRES DIFERENTES EXTRATOS, ELABORADOS COM SEMENTES DE ERVA-
MATE FRESCAS (SF), DESIDRATADAS DURANTE 70 DIAS (SD) E ESTRATIFICADAS POR 180
DIAS (SE), PROVENIENTES DE IVAi E COLOMBO (PR) E AGUA DESTILADA COMO CONTROLE

Procedéncias _Tratamentos Extrato Etanol + agua Extrato aquoso Controle
Amostras etanolico (1) (1:1) Cro) ("ns)

SF 6,28 717 8,50 13,32 Aa

Ivai SD 6,52 7,40 8,66 13,56 Aa

SE 6,72 7,74 8,78 13,92 Aa

SF 6,50 7,11 8,02 13,30 Aa

Colombo SD 6,67 7,36 8,11 13,64 Aa

SE 6,80 7,90 8,54 13,88 Aa

(*ns): ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra minuscula (coluna) e pela mesma letra
maiuscula (linha) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2017).

Extratos elaborados a partir das sementes de erva-mate inibiram a germinagéo
de sementes de alface (Tabela 5). Em experimento realizado com extratos
procedentes de frutos maduros de erva-mate sobre a germinagéo e crescimento do
milho hibrido, Mir6 et al., (1998, p. 267), relata que frutos de erva-mate e seus extratos
ndo afetam a germinacado e a emergéncia das plantulas de milho. No estudo de Aquila
(2000, p. 57), os extratos provenientes de folhas, ramos e frutos de erva-mate, foram
mais efetivos na inibicdo do crescimento do que na inibicdo da germinagcéo das

sementes de alface.

TABELA 5. PORCENTAGEM DE GERMINAGAO (%G) DAS SEMENTES DE ALFACE SUBMETIDAS
A TRES DIFERENTES EXTRATOS, ELABORADOS A PARTIR DE SEMENTES DE ERVA-MATE
FRESCAS (SF); DESIDRATADAS DURANTE 70 DIAS (SD) E ESTRATIFICADAS POR 180 DIAS (SE),
PROVENIENTES DE IVAi E COLOMBO (PR) E AGUA COMO CONTROLE (C)

Procedéncias Tratamentos Extrato etanolico Etanol _+ agua Extrato Controle
Amostras (1:1) aquoso

SF 220Bb 14,0Cc 40,0Ab 82,0Aa

Ivai SD 26,0Bb 28,0Bb 42,0Ab 84,0Aa

SE 340Ca 34,0B a 50,0B a 86,0Aa

SF 240Bb 20,0Bb 440Ac 83,0Aa

Colombo SD 32,0Ba 220Ca 54,0Ab 85,0Aa

SE 340Ba 240Ca 56,0Aa 88,0Aa

Médias seguidas pela mesma letra mindscula (coluna) e mailsculas (linha) nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2017).

Em outras espécies, como o juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.), Coelho et al.,
(2011, p. 109) verificaram que extratos obtidos de suas sementes apresentaram efeito
alelopatico, reduzindo em 13% a germinacédo de sementes de alface. Da mesma
forma, extratos obtidos de sementes de mulungu (Erythrina velutina Willd.), causaram

alta porcentagem de mortalidade das sementes e também reduziram em 13% a
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germinacao de sementes de alface (OLIVEIRA, et al., 2012, p. 482). Silva e Aquila
(20064, p. 64) também constataram atraso na germinag¢ao das sementes de alface em
bioensaios realizados com extratos foliares de espécies nativas, como Peltophorum
dubium (Spreng.) Taub. e Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl.

Nesse sentido, apesar de Ferreira e Borghetti (2004, p. 63) relatarem que o
efeito alelopatico ndo se da, frequentemente, sobre a porcentagem de germinagao
final, no presente estudo os diferentes extratos elaborados a partir de sementes de
erva-mate afetaram o percentual de germinacéo das sementes de alface.

Os resultados referentes ao comprimento da parte aérea e das raizes da alface,
mensurados ao final do teste de germinacgéao, estao apresentados na Tabela 6. Nesta
analise foi possivel observar que o crescimento do hipocétilo nao foi influenciado pela

acgao inibitoria dos extratos.

TABELA 6. AVALIAGAO DO EFEITO FITOTOXICO DE TRES DIFERENTES EXTRATOS,
ELABORADOS COM SEMENTES DE ERVA-MATE FRESCAS (SF), DESIDRATADAS DURANTE 70
DIAS (SD) E ESTRATIFICADAS POR 180 DIAS (SE), PROVENIENTES DE IVAi E COLOMBO (PR) E
AGUA COMO CONTROLE (C), NO COMPRIMENTO (CM) DO HIPOCOTILO (H) E RADICULA (R)
DAS PLANTULAS DE ALFACE E PERCENTUAL (%) DE PLANTULAS ANORMAIS (PA)

P J— Extrato etanolico Etanol + agua (1:1) Extrato aquoso Controle
rocedéncia Tratamento
s s H () R PAMS) | H (s) R PAMS) (nHS) R PAms) (an) R PArs)
Amostras
SF 35 08Bc 80| 35 08Bc 820 |36 08Bc 790| 33 31Aa 6,0
Ivai SD 27 14Bb 800 | 27 15Bb 790| 28 15Bb 740 |33 32Aa 30
SE 32 25Ba 780 | 33 26Ba 750 |33 27Ba 700 | 34 33Aa 20
SF 33 08Bc¢c 870| 34 08Bc 810 |34 08Bc 770| 36 39Aa 50
Colombo SD 23 15Bb 790 | 23 15Bb 780 |24 15Bb 750 |36 39Aa 40
SE 30 26Ba 770 | 32 26Ba 760 |33 27Ba 710| 36 39Aa 30

(ns): ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra minuscula (na coluna) e pela mesma letra
maiuscula (na linha) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
FONTE: O autor (2017).

Por outro lado, os extratos que continham sementes frescas (SF) em sua
composic¢ao inibiram o desenvolvimento radicular, se compararmos ao controle. Além
desse efeito inibitorio, observou-se ainda, o alto indice (cerca de 88%) de plantulas

deformadas, com raizes necrosadas (Figura 11).
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FIGURA 11. PLANTULAS DE ALFACE SUBMETIDAS AO EXTRATO DE SEMENTES FRESCAS DE
ERVA-MATE: A E B: SETAS INDICAM RAIZES NECROSADAS; C: PLANTULAS DEFORMADAS.
AUMENTO 40X.

FONTE: O autor (2017).

Segundo Pires e Oliveira (2001, p. 163) as raizes da alface sdo mais sensiveis
as acoes fitotoxicas, de tal forma, que podem tornar-se pardmetros de comparagao
para apontar o potencial inibitério dos extratos aplicados sobre as sementes.
Outrossim, o aparecimento de plantulas de alface anormais, com raizes primarias
atrofiadas e defeituosas, com auséncia de raiz secundaria e necrose radicular também
foi observado por Borella et al., (2009, p. 262), quando estas foram submetidas aos
extratos mais concentrados de Persea americana Mill. Do mesmo modo, Formagio et
al., (2010 p. 352), relatam que substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento
de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns.

A avaliagdo do potencial osmotico dos extratos foi essencial, pois valores
extremos desse potencial podem atuar sobre as sementes e/ou plantulas e mascarar
o efeito alelopatico (FERREIRA e AQUILA, 2000 p. 178). O potencial osmatico obtido
para os extratos elaborados a partir das sementes de erva-mate foi de -0,28 MPa.
Segundo Gatti (2003, p. 96), solugdes com potenciais osméticos proximos a -0,2 MPa
nao interferem significativamente na germinagéo das sementes de alface.

Os extratos tiveram o pH aferido e apresentaram baixa variacéo de valores e
baixa acidez atingindo entre 6,21 a 6,25. Dados na literatura indicam que tanto a
germinacdo como o crescimento das plantulas sao afetados quando o pH é

extremamente alcalino ou extremamente acido (ROY, 1986, p. 63), com efeitos
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deletérios observados em condi¢cdes de pH abaixo de 4 e superior a 10 (EBERLEIN,
1987, p. 799).

A acéo dos extratos foi desassociada de qualquer efeito do potencial osmotico
e do pH, indicando, portanto, atividade alelopatica.

Nesse aspecto, os resultados obtidos evidenciam que extratos de sementes de
erva-mate sdo capazes de interferir no metabolismo da raiz da alface. Tais
informacgdes poderéo ser Uteis para futuras pesquisas, objetivando elucidar quais séo
0s componentes presentes nos extratos e se eles podem influenciar na germinagéo

das sementes de erva-mate.

4. CONCLUSOES

Evidencia-se, na analise histoquimica das sementes de erva-mate a presenga
de barreira rugosa lignificada e a presenga de compostos fendlicos na regido do
tegumento.

Constata-se que em sementes frescas de erva-mate ha uma maior
concentragdo de compostos fendlicos, sendo esta, reduzida nas sementes
desidratadas e quase nula em sementes estratificadas;

Compostos fendlicos, presentes nas sementes de erva-mate reduzem a

germinacao das sementes de alface.
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CAPITULO 3

Associagdo de fungos em sementes e patogenicidade de Colletotrichum sobre
folhas e de Fusarium em mudas de erva-mate

RESUMO

Neste capitulo objetiva-se avaliar a incidéncia dos fungos: antes, durante e apds a
estratificacdo das sementes de erva-mate, testar a patogenicidade de Colletotrichum
spp. sobre folhas de erva-mate e de Fusarium spp. em mudas de erva-mate e realizar
a identificacdo morfolégica e molecular de isolados de Fusarium spp. Para isso,
sementes de erva-mate da safra 2015/2016 foram adquiridas de Ivai — PR, e, frutos
de erva-mate da safra 2015/2016 provenientes de experimentos localizados em
Colombo - PR, foram despolpados e suas sementes depois de perderem o excesso
de agua, foram conservadas em recipiente de vidro hermeticamente fechado e
mantidas em ambiente com 10°C de temperatura e 25% de umidade relativa. As
analises de teor de agua, viabilidade e sanidade foram realizadas antes (zero dias),
durante (90 dias) e apds (180 dias) a partir da instalagéo do teste de estratificagédo em
areia. Decorrido o tempo de seis meses, as sementes foram submetidas a germinacao
em substrato comercial em condicdes de estufa. Foram realizados testes de
patogenicidade de Colletotrichum spp. em folhas destacadas de erva-mate e de
Fusarium spp. em mudas de erva-mate com idade de um ano. Também foi realizada
a identificacdo morfoléogica e molecular de oito isolados de Fusarium spp.,
provenientes dos testes de sanidade das sementes de erva-mate. Observou-se que,
o processo de estratificacdo proporcionou o amolecimento do endocarpo e o
desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate, entretanto, a viabilidade
teve um decréscimo consideravel ao longo do tempo. Fungos saprofiticos foram
detectados no teste de sanidade com maior incidéncia no inicio da estratificacao.
Houve incidéncia de fungos endofiticos como Trichoderma spp., Fusarium spp. e
Colletotrichum spp. O fungo Colletotrichum spp. foi patogénico as folhas jovens de
erva-mate. A caracterizagao molecular identificou a nivel de espécie, dois grupos de
fungos patogénicos incidentes nas sementes de erva-mate ao longo da estratificacao:
um deles pertence ao complexo Gibberella fujikuroi (cinco isolados) e o outro ao
complexo Fusarium graminearum (trés isolados).

Palavras-chave: Aquifoliaceae. Patologia de sementes. Espécies florestais nativas.
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CHAPTER 3

Association of fungi on seeds and pathogenicity of Colletotrichum about
leaves and Fusarium on seedlings of yerba mate

ABSTRACT

In this chapter we aim to evaluate the incidence of fungi: before, during and after the
stratification of the yerba mate seeds; to test the pathogenicity of Colletotrichum spp.
about leaves of yerba mate and Fusarium spp. on seedlings of yerba mate and perform
the morphological and molecular identification of isolates of Fusarium spp. For this
purpose, 2015/2016 yerba mate seeds were purchased from Ivai-PR, and yerba mate
fruits from the 2015/2016 harvest from the experiments located in Colombo, PR, were
pulped and their seeds were excess water were kept in a hermetically sealed glass
container and kept in an environment with 10°C temperature and 25% relative
humidity. The analyses of water content, viability and sanity were performed before
(zero days), during (90 days) and after (180 days) from the installation of sand
stratification test. After six months, the seeds were submitted to germination on
commercial substrates under greenhouse conditions. Pathogenicity tests of
Colletotrichum spp. on leaves of yerba mate and Fusarium spp. in yerba mate
seedlings at the age of one year. Morphological and molecular identification of eight
isolates of Fusarium spp. This were also carried out, from the tests of sanity of the
yerba mate seeds. It was observed that the stratification process provided the
softening of the endocarp and the embryonic development of the yerba mate seeds,
however, the viability has decreased considerably over time. Saprophytic fungi were
detected in the sanity test with higher incidence at the beginning of the stratification.
There was an incidence of endophytic fungi such as Trichoderma spp., Fusarium spp.
and Colletotrichum spp. The fungus Colletotrichum spp. was pathogenic to young
leaves of yerba mate. The molecular characterization identified two groups of
pathogenic fungi in the mate strains throughout the stratification: one of them belongs
to the Gibberella fujikuroi complex (five isolates) and the other to the Fusarium

graminearum complex (three isolates).

Keywords: Aquifoliaceae. Seed pathology. Native forest species.
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1. INTRODUGAO

Entre os produtos ndo madeireiros do extrativismo, a produgdo nacional de
erva-mate extrativa em 2016 foi de 346 953 toneladas e apresentou um crescimento
em torno de 1,7% em relacdo a 2015, alcangando 346.953 toneladas e o segundo
maior valor de producao, gerando em torno de R$ 398,8 milhdes (PEVS, 2016, p. 18).
Por outro lado, a erva-mate cultivada, em 2016 ocupou uma area de 77.325 hectares,
produzindo em torno de 616.213 toneladas, com valor de produgao atingindo R$ 541,1
milhdes. Atualmente, quatro estados brasileiros concentram toda a produc¢ao nacional
de erva-mate, sendo que Parana, numa area de 30.388 hectares, produziu 227.804
toneladas, obtendo o valor de produgédo de R$ 161.073 milhdes (IBGE — PAM, 2016).

Em consequéncia da diversidade de usos, a erva-mate tem despertado o
interesse dos mercados mundiais, cuja exportagdo em 2016, teve um incremento para
paises como Uruguai (84,4%), Chile (3,7%), Alemanha (2,7%), Estados Unidos da
América (3,8%) e Franca (1,3%) (MDIC, 2016). Caso se mantenha a tendéncia de
crescimento da exportagdo para o mercado exterior e a aumento da demanda por
produtos da erva-mate no mercado mundial (FUNDOMATE, 2017, p. 2), é
fundamental que os ervais sejam cultivados com mudas de alta qualidade genética,
fisiologica e sanitaria a fim de gerar plantas produtivas e com elevado padrdo da
matéria-prima.

Mesmo adotando os tratos silviculturais recomendados, nos viveiros, as mudas
podem apresentar doengas transmitidas pelas sementes (POLETTO et al., 2015, p.
287) nos processos de beneficiamento, ocasionando severa redugao na capacidade
germinativa das sementes, bem como tombamento das mudas em pos-emergéncia
(MACIEL et al., 2014, p. 506). Assim, para que sejam implantadas estratégias de
controle e prevencdo, sado necessarios estudos que busquem o correto
reconhecimento do agente causal da doencga e para isso, a jungdo das técnicas
morfolégicas e moleculares possibilita a obtencéo de informacdes eficientes para a
identificacéo de espécies e de estudos de populagdes de diversos fungos (POLETTO
et al., 2012, p. 102).

A produgdo de mudas por meio de sementes ainda ocorre comumente por se
tratar de um método com menor custo de produgéo, maior dominio da tecnologia pelos
produtores e estruturas mais baratas em relacdo a propagacédo vegetativa
(WENDLING; BRONDANI, 2015, p. 12 - 13). Para isso, ainda é utilizada a



72

estratificacdo das sementes entre duas camadas de areia (ZANON, 1988, p. 6 - 7).
Assim, a estratificagdo ao longo dos seis meses, permite que ocorra o
desenvolvimento embrionario das sementes ao mesmo tempo em que o endocarpo
se torna molificado pela acéo das hifas fungicas (KUNIYOSHI, 1983, p. 44), ou seja,
ao final do processo de estratificacdo a semente estard em condi¢cées adequadas para
ser transferida para o substrato em sementeiras, apresentando o tegumento fragil
(partindo-se com a simples pressdo das unhas), embrido desenvolvido e
provavelmente iniciara germinacdo depois de 40 dias apdés a semeadura
(MAZUCHOWSKI, 1989, p. 29).

Segundo Medeiros et al. (1997, p. 420), fungos lignoceluliticos podem participar
no processo de estratificacdo das sementes de erva-mate, degradando a estrutura
lenhosa do endocarpo. Além disso, 0 uso de micro-organismos benéficos no controle
de fitopatdbgenos e na promocao do crescimento de plantas séo alternativas para
especies florestais.

Muitos fungos podem reduzir a capacidade germinativa de um lote de
sementes, causar a morte de plantulas ou transmitir doengas para plantas adultas.
Nesse aspecto, € necessario conhecer os agentes, as causas e as consequéncias
decorrentes da contaminagao por fungos patogénicos (MACHADO et al., 2006, p. 76).
Dentre os poucos estudos referentes a sanidade das sementes dessa espécie,
Oliveira et al. (2015, p. 235) constataram que a maior incidéncia de fungos nas
sementes de erva-mate é de Penicillium spp. Ademais, Poletto et al. (2015, p. 290),
relatam que Fusarium spp. e Rhizoctonia spp. sdo o0s principais patdgenos
contaminantes de sementes de erva-mate, principalmente no processo de despolpa
dos frutos e ao longo da estratificacao.

Diante do exposto, este capitulo objetiva avaliar a incidéncia dos fungos: antes,
durante e ap0s a estratificagdo das sementes de erva-mate, testar a patogenicidade
de Colletotrichum spp. sobre folhas de erva-mate e de Fusarium spp. em mudas de
erva-mate e ainda, realizar a identificagcdo morfolégica e molecular de isolados de

Fusarium spp.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Procedéncias das sementes
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Amostras de sementes de quinze matrizes de erva-mate da safra 2015/2016
oriundas de plantio localizado em lvai - PR, foram recebidas em marco de 2016. Frutos
maduros de 18 matrizes de erva-mate, provenientes de experimentos, implantados
em Colombo — PR, localizados na Embrapa Florestas, foram despolpados sob agua
corrente e suas sementes foram depositadas em ambiente natural, na sombra, para
perda do excesso de agua durante 24 horas.

As sementes, tanto de Ivai, com as de Colombo, foram acondicionadas em
vidros hermeticamente fechados, e armazenadas em camara com temperatura de
10°C (£2°C) e umidade relativa de 25% (x 5°C), no laboratério de Sementes Florestais

da Embrapa Florestas até o inicio da realiza¢ao dos testes (30 dias).

2.2 Determinagao do teor de agua

A determinacgao do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105° C
1 3°C por 24h, conforme prescrito pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009), utilizando a média das seis repeticdes de 25 sementes, aos 0, 90 e 180 dias

apos instalagao da estratificacdo das sementes de erva-mate em areia.

2.3 Teste de tetrazolio

Para este teste foram utilizadas 100 sementes, com quatro repetigcbes de 25
sementes aos 0, 90 e 180 dias apoés a instalagéo da estratificagéo. O teste consistiu
na metodologia sugerida por Catapan (1998, p. 28 - 29), em que o preparo das
sementes foi realizado nas seguintes etapas:

| _- Pré-condicionamento: 100 sementes foram imersas em agua destilada a

temperatura de 30 °C por 24 h; I/ - Exposigdo dos tecidos para coloragdo: as sementes

foram cortadas longitudinalmente, proximo ao eixo embrionario, com auxilio de bisturi
e microscopio estereoscopico, sendo que apenas a parte que abrigava o embrido foi
imersa para coloragéo dos tecidos em solugéo de TZ; nesta etapa foram descartadas

as sementes vazias; /Il - Coloracdo: as partes das sementes contendo o embrido

foram imersas na solugcdo de TZ com concentragéo de 0,1%, por 24h a 35 °C, no

escuro; IV - Avaliacdo: as sementes foram lavadas em agua destilada e avaliadas

quanto a intensidade da coloragdo e consisténcia dos tecidos para se obter sua

viabilidade. Consideraram-se viaveis as sementes cujo endosperma e embrido
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encontravam-se com a coloragao rosa ou vermelho claro e inviaveis as sementes que
apresentavam endosperma e embrido de cor purpura ou de cor branca (conforme
Figura 8, p. 41).

2.4 Avaliagao do desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate

Para avaliar o desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate, foram
utilizados os embrides excisados, oriundos dos testes de tetrazodlio, realizados aos 0,
90 e 180 dias a partir da estratificacdo, os quais foram observados em lupa Zeiss
(AxioCam) com aumento de 100x e em seguida a classificados em diferentes estadios

de desenvolvimento, conforme Figura 5 (pagina 23).

2.5 Estratificagcao das sementes em areia

As sementes foram distribuidas entre duas camadas de areia. Para isso,
utilizaram-se dez caixas pretas de polietiieno com fundo perfurado, nas dimensbes
12cm x 15cm x 30cm (profundidade, largura, comprimento), desinfestadas com
hipoclorito a 12% durante 24 horas. Em seguida foi realizada a triplice lavagem em
agua destilada, sendo a ultima em agua autoclavada. Como substrato, a areia grossa
(de 2 a 0,2 mm de didmetro), foi colocada no fundo de cada caixa até 4 cm e sobre
ela uma fina camada de sementes de erva-mate (30 g), acondicionadas em envelope
de sombrite, e recobrindo o envelope de sombrite, outra camada de 4 cm de areia.

O experimento foi instalado na Embrapa Florestas — Colombo (PR), onde as
caixas foram acondicionadas em viveiro com irrigacao automatizada e sem controle
de temperatura, durante seis meses (de margco a setembro/2016). As coletas das
sementes durante o processo de estratificagdo foram realizadas aos 0, 90 e 180 dias

a partir da instalagédo do experimento.

2.6 Teste de germinagao

Seis meses apos o inicio da estratificacdo, em setembro/2016, as sementes
foram retiradas das caixas onde estavam sendo estratificadas e aproximadamente
2000 sementes de erva-mate ja estratificadas (de cada procedéncia), foram semeadas

em substrato comercial (composto pela mistura entre casca de pinus moida e
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vermiculita), disposto dentro de quatro caixas plasticas (12 cm x 15 cm x 30 cm),
acondicionadas em condi¢cbes de estufa, recebendo irrigacdo manual pelo menos
duas vezes por semana. Cada caixa recebeu aproximadamente 500 sementes

estratificadas de erva-mate.

2.7 Teste de sanidade em papel-filtro (PF)

O teste de sanidade foi realizado nas dependéncias do laboratério de Patologia
Florestal — Embrapa Florestas, Colombo (PR).

Para a detecgéo de fungos epifiticos, utilizou-se o método Blotter test, também
denominado método do papel de filtro (PF).

Para isso, 100 sementes de erva-mate ndo desinfestadas, foram retiradas aos
0, 90 e 180 dias apo6s a instalacdo da estratificacdo em areia, divididas em cinco
repeticbes de 20 sementes, e, colocadas em gerbox previamente desinfestados com
alcool 70% contendo duas folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com agua
autoclavada A incubagéo foi realizada em sala com temperatura controlada a 20 °C %
3 °C, com 12 horas de luz e 12 horas de escuro, durante sete dias.

A avaliagédo foi realizada observando-se as sementes em lupa e as estruturas
fungicas retiradas para confeccéo de laminas de cada fungo encontrado e observadas
em microscépio Optico para a confirmacédo da classificagdo dos fungos a nivel de
género, com o auxilio de chave de identificagdo (BARNETT; HUNTER, 1982). Os
dados da incidéncia dos fungos foram expressos em porcentagem.

2.8 Deteccao de fungos endofiticos

A assepsia das sementes foi realizada conforme metodologia sugerida por
Sansberro et al. (2000, p. 54) e adaptada para sementes por Pérez (2016, p. 2), pela
qual realizaram-se as seguintes etapas: a) lavagem das sementes em agua corrente
para a retirada de residuos de poeira e solo; b) imersédo em solugéo de alcool 70% por
1 minuto; c) imersédo em solugéo de hipoclorito de sédio 2% por 20 minutos; d)
enxague por trés vezes em agua ultrapurificada esterilizada.

Para este teste foram utilizadas sementes aos 0, 90 e 180 dias ap6s instalagéo
da estratificacdo. Sendo 100 sementes de cada localidade, divididas em vinte

repeticdes de cinco sementes. As sementes desinfestadas foram colocadas sobre
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papel filtro para secagem e, entdo, plagueadas em placas de petri com meio BDA: (39
g de extrato comercial de batata-dextrose-agar (HIMEDIA), 1000 mL de agua
ultrapurificada). O meio de cultura foi suplementado pelos antibiéticos cloranfenicol
(40 ppm) e ampicilina (80 ppm).

Seguidamente as placas foram vedadas com filme de PVC (Polyvinyl chloride)
e a incubacao ocorreu em sala com temperatura de 20°C +3°C, com fotoperiodo de
12 horas, por sete dias.

A avaliag&o consistiu na observagao das estruturas fungicas formadas no meio
de cultura com auxilio de microscépio estereoscopico (Carl Zeiss — Discovery. V20) e,
em seguida, foram preparadas laminas com lactoglicerol azul de metileno para
observagéo em microscopio optico (Carl Zeiss — AxioLab. A1).

A identificagdo dos fungos em nivel de género foi realizada seguindo a
descricao de Barnett e Hunter (1982) e os dados de incidéncia foram expressos em

percentagem.

2.9 Teste de patogenicidade de Colletotrichum spp. sobre folhas de erva-mate

Dez isolados do género Colletotrichum spp., sendo, COL1, COL3, COL4, COL5
e COLS8 provenientes do teste de sanidade das sementes de Ivai e COL2, COLS,
COL7, COL9 e COL10 oriundos dos testes de sanidade das sementes de erva-mate
de Colombo, foram cultivados em meio de cultura BDA durante sete dias, em BOD a
24°C, no escuro, para formacéao do indculo.

Folhas maduras de cor verde e jovens de cor avermelhada (Figura 12 - A),
oriundas de mudas de erva-mate com um ano de idade cultivadas a partir de
sementes, foram destacadas e desinfestadas com alcool 70 % (30 segundos);
hipoclorito de soédio 1 % (1 minuto) e lavadas em agua ultrapurificada estéril. Em
seguida as folhas permaneceram dentro do fluxo laminar sobre folhas de papel-filtro
esterilizado afim de perderem o excesso de agua advindo da desinfestacgéo.

Posteriormente, na face abaxial das folhas foram efetuados ferimentos,
executados com o auxilio de furador, o qual continha na ponta 5 agulhas,
correspondendo a uma area de 5 mm de diametro (Figura 12 - B).

Culturas puras de dez isolados de Colletotrichum spp., previamente crescidas

em meio de cultura BDA, formaram o in6culo.
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Com auxilio de furador na dimenséo de 5 mm de didmetro foram efetuados
furos no meio de cultura contendo o micélio de Colletotrichum spp. em crescimento
ativo (Figura 12 - C) e em seguida depositados nas folhas de erva-mate previamente
perfuradas (Figura 12 - D).

A inoculacgéo foi realizada dentro de caixas do tipo gerbox, contendo 3 folhas,
dois papeis-filtro esterilizado e umedecido com agua estéril (Figura 12 - E). Para cada
isolado foram inoculadas 30 folhas de erva-mate (15 jovens e 15 maduras). A
testemunha recebeu apenas disco de BDA sem micélio.

Logo em seguida, o material inoculado e a testemunha foram incubados em
sala com temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas escuro durante
7 dias (Figura 12 - F). Ap6s esse periodo, as folhas foram avaliadas individualmente

observando os sintomas caracteristicos da doenca. O tamanho das lesdes foram

mensuradas com auxilio de paquimetro digital.

FIGURA 12. TESTE DE PATOGENICIDADE DE Colletotrichum spp. EM FOLHAS DE ERVA-MATE:
(A) FOLHAS JOVENS E MADURAS; (B) FERIMENTOS PREVIOS; (C) MICELIO FUNGICO EM MEIO
BDA; (D) DISCO DO INOCULO SOBRE FERIMENTO DA FOLHA; (E e F) FOLHAS INOCULADAS.
FONTE: O autor (2017).

Apds sete dias, procedeu-se o reisolamento indireto, onde, fragmentos das
folhas contendo partes de lesdes e partes sadias foram cortados e desinfestados com
imersdo em solugdo de alcool 70% por 30 segundos, imersdo em solugéo de

hipoclorito de sodio 1% por 1 minuto e enxague em agua ultrapurificada estéril.
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Posteriormente, estes fragmentos foram colocados em placas de petri com
meio de cultura BDA e mantidos em BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura

de 24 °C durante 14 dias, com vistas a confirmar a infecgéo.

2.10 Teste de patogenicidade de Fusarium spp. em mudas de erva-mate

Oito isolados de Fusarium spp., dentre os quais FUS1, FUS5, FUS6, FUS7 e
FUS8 oriundos dos testes de sanidade das sementes de erva-mate de Ivai e FUS2,
FUS3 e FUS4 provenientes das sementes de Colombo, foram cultivados em meio de
cultura BDA, na BOD a 24 °C durante 14 dias, no escuro. Em seguida, multiplicados
em graos de milho conforme metodologia adaptada de Mezzomo (2017, p. 33), para
producao do indculo.

O experimento foi composto por oito isolados de Fusarium spp. € 90 mudas de
erva-mate, sendo que cada isolado foi representado por dez repeticbes (uma
repeticdo é equivalente a uma muda de erva-mate).

Para isso, graos de milho adquiridos no comércio local, foram embebidos em
agua de torneira durante 8 horas. Apdés 160g desses graos foram colocados em
frascos de vidro (200 mL) e autoclavados (40 min a 121°C a 1 atm), duas vezes com
intervalo de 24 horas (Figura 13 - A).

Posteriormente, foram transferidos para cada frasco de milho autoclavado, 10
discos (de 5 mm) de meio de cultura BDA com micélio dos oito isolados de Fusarium
spp., oriundos dos testes de sanidade (Figura 13 - B). A testemunha recebeu apenas
discos de meio de cultura BDA sem o patégeno.

Em seguida, os frascos foram incubados a 24°C com 12 horas de fotoperiodo
durante 14 dias (Figura 13 - C). Ap6s o crescimento do fungo nos graos de milho
(Figura 13 - D), 80 g do inéculo (milho + patégeno) foram misturados a 1,6 Kg de
substrato comercial (Figura 13 - F) e depositados em vasos plasticos com orificios na
parte inferior com capacidade de 1,7 L (Figura 13 - G e H). Da mesma forma procedeu-

se para a testemunha (Figura 13 - E).
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FIGURA 13. SEQUENCIA DO TESTE DE PATOGENICIDADE DE Fusarium spp. EM MUDAS DE
ERVA-MATE: (A) GRAOS DE MILHO AUTOCLAVADOS; (B) ISOLADOS DE Fusarium spp.
ADICIONADO AOS GRAOS DE MILHO; (C) FRASCOS INCUBADOS EM BOD; (D) INOCULO DE
Fusarium spp.; (E) TESTEMUNHA; (F) INOCULO MISTURADO AO SUBSTRATO; (G E H) ORIFICIOS
PARA INTRODUCAO DAS MUDAS DE ERVA-MATE; (I) RAIZES DE MUDAS DE ERVA-MATE; (J E
K) PLANTIO DAS MUDAS EM SUBSTRATO INOCULADO COM Fusarium spp.; (L) DISPOSIGAO DAS
MUDAS DE ERVA-MATE INOCULADAS COM Fusarium spp. EM CASA DE VEGETAGAO.

FONTE: O autor (2017).

Mudas de erva-mate com um ano de idade, cultivadas em tubetes foram
desprendidas do seu substrato e suas raizes foram lavadas em agua corrente (Figura
13 - 1), transplantadas para os vasos contendo o substrato com o in6culo (Figura 13 J

e K) e umedecidas com agua sempre que necessario até atingir 60% de sua
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capacidade de retencao. As mudas inoculadas permaneceram em condi¢cdes de casa
de vegetacédo por 180 dias (Figura 13 - L).

Quatorze dias apdés a inoculagdo comecaram as avaliagcbes semanais
observando-se, visualmente, o aparecimento de sintomas da doencga. Ao final da
avaliacao (seis meses apdés a inoculagéo), as mudas foram arrancadas e suas raizes
lavadas em agua corrente, desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio a
1% e lavadas com agua destilada estéril.

Posteriormente, foi realizado o isolamento indireto, onde porgbes de raizes
foram retiradas da planta e transferidas para placas contendo meio de cultura BDA
suplementado com antibi6ticos (cloranfenicol e ampicilina) e incubados em BOD a 25
°C no escuro durante sete dias. Apods, foram elaboradas laminas do micélio presente

nas placas para confirmag¢ao do género Fusarium spp.

2.10.1 Identificagdo morfolégica e molecular de Fusarium spp.

As culturas monospéricas foram obtidas seguindo a metodologia descrita por
Jarek e Santos (2016, p. 43). Para a obtencéo das culturas puras, as col6nias obtidas
do isolamento foram cultivadas em meio BDA durante 14 dias.

Apds, um disco de micélio de 5 mm de cada isolado foi depositado em tubo
contendo uma aliquota de 10 mL de agua autoclavada. O tubo foi agitado em vortex
durante dois minutos. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 1 mL de suspensao de
esporos, a qual foi transferida para tubos contendo 9 mL de agua estéril, realizando-
se “a posteriori” uma diluicao seriada e as concentragdes das suspensdes de esporos
foram padronizadas para aproximadamente 10-3 esporos/mL.

Do ultimo tubo (o qual continha aproximadamente 103 esporos/mL) foram
retiradas por meio de micropipetagem 20 gotas de 4ul, as quais foram depositadas
em placas de petri de acrilico (estéreis) e incubadas de forma invertida em BOD a
24°C durante duas horas.

Depois do tempo decorrido, as placas foram observadas em microscépio para
verificar a germinagao e o numero de conidios. Todas as gotas que continham um
unico conidio germinado eram marcadas e seu conteudo transferido para placas de

meio de cultura BDA e incubadas em BOD, a 24°C, no escuro durante sete dias.
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2.10.2 Caracterizagdo morfolégica de Fusarium spp.

Para a caracterizagdo morfologica dos isolados de Fusarium spp. a cultura pura
foi cultivada em diversos meios de cultura com a finalidade de avaliar caracteristicas
especificas como: | - meio de cultura SNA (Syntetic Nutrient Agar): para
caracterizacao do tipo de célula reprodutiva (macroconidios e microconidios) e medir
o tamanho das estruturas reprodutivas; Il - meio de cultura SA (Solo-agar): para
verificar a presenca ou auséncia de clamidosporos; Il - meio de cultura CLA
(Carnation leaf-piece agar): para analisar a cor e presenca ou auséncia de
esporodoquio; IV - meio de cultura KCL-Agar (Cloreto de Potassio e Agar): para
visualizar tipo de célula conidiogénica (monifidlide ou polifialide), disposi¢cdo dos
microconidios sobre a célula conidiogénica (em cadeia ou “falsas cabecgas”); V - meio
de cultura BDA (Batata Dextrose Agar): para determinar a velocidade de
crescimento, tipo de micélio aéreo e cor.

A identificacdo foi realizada por meio da visualizagdo de laminas em
microscopio Carl Zeiss Axio Lab. A1 objetiva 40x, comparando as estruturas com a

literatura de Leslie e Summerel (2006).

2.10.3 Caracterizagao molecular de Fusarium spp.

A analise molecular foi realizada por meio da amplificacdo da regido fator de
elongacédo 1-alfa. Para a extracdo de DNA (Acido desoxirribonucleico) foi utilizado o
kit Wizard® Genomic DNA Purification da Promega. As amostras do DNA genémico
oram submetidas a PCR (Reac¢do em Cadeia da Polimerase), para amplificacéo da
regiao do fator de elongacdo 1-alfa, sendo utilizados os primers TEF1 (5
ATGGGTAAGGARGACAAGAC 3’) e TEF2 (5 GGARGTACCAGTSATCATGTT 3’). A
amplificagéo foi realizada em termociclador sob as seguintes condi¢des: 94 °C por 1
min; 34 ciclos de 94 °C por 30 s, 62 °C por 45 s e 72 °C por 1 min; extensao final de
72 °C por 5 min. Os fragmentos foram sequenciados pela empresa Wemseq
biotecnologia e as sequéncias foram comparadas com outras sequéncias existentes
no banco de dados Fusarium-ID, permitindo a detecgdo de similaridade com

sequéncias caracterizadas ja depositadas.
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2.11 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). As
variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a homogeneidade pelo teste de
Bartlett, e as variaveis que apresentaram diferencas significativas pelo teste F tiveram

suas médias comparadas pelo teste de pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de agua e viabilidade

Os resultados da anélise do teor de agua das sementes de erva-mate antes (0
dias), durante (90 dias) e apés a estratificagcao (180 dias), demonstram que a absorgéo
ao longo desse processo foi crescente (Figura 14 e 15). As sementes oriundas de
Colombo e de lvai apresentavam baixa umidade (11% e 10% de conteudo de agua)
antes de serem submetidas a estratificacéo e ao final desta, o teor de agua teve um

aumento consideravel, passando para 58% e 66%.
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FIGURA 14. PORCENTAGEM DO TEOR DE AGUA E VIABILIDADE DAS SEMENTES DE ERVA-
MATE ORIUNDAS DE COLOMBO AO LONGO DO PROCESSO DE ESTRATIFICACAO.
FONTE:O autor (2017).



83

Com relacéo a viabilidade das sementes (Figura 14 e 15), observa-se que foi
reduzida ao longo dos 180 dias de estratificacdo em areia, tanto nas sementes

provenientes de Colombo, quanto nas de lvai.
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FIGURA 15. TEOR DE AGUA E VIABILIDADE EM (%), DAS SEMENTES DE ERVA-MATE ORIUNDAS
DE IVAI AO LONGO DO PROCESSO DE ESTRATIFICAGAO.
FONTE: O autor (2017).

Ao longo dos seis meses de estratificacdo em areia, as sementes de erva-mate
absorveram agua gradativamente, a qual reidratou os tecidos e, consequentemente,
intensificou a respiragéo, favorecendo as atividades metabdlicas que resultaram no
fornecimento de energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento por
parte do eixo embrionario (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000, p. 311). Nesse sentido,
a determinagao do teor de agua proporcionou observar que no final dos 180 dias
desse processo, as sementes chegam a atingir valores acima de 55% de umidade. A
atividade fisioldgica das sementes esta relacionada diretamente ao seu teor de agua,
assim, valores superiores a 41% propiciam o inicio do metabolismo para a germinagao
(MARCOS-FILHO, 2015, p. 234). Entretanto, em erva-mate ao final da estratificagéo,
apesar do teor de agua estar superior 41%, as sementes ainda ndo estavam
germinando.

Para a determinacao da viabilidade e do vigor da semente, o teste de tetrazolio
tem se mostrado uma alternativa promissora, pela sua qualidade e rapidez na
obtencéo dos resultados (NOGUEIRA et al., 2014, p. 2968). Os resultados obtidos
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demonstram que a viabilidade das sementes foi reduzida de 66% a 12% (Colombo) e
de 56% a 11%, (lvai) ao longo dos 180 dias de estratificacdo. Desse modo, supde-se
que a reducédo da viabilidade das sementes no primeiro momento pode ter ocorrido
devido a rupturas das membranas celulares, visto que as sementes se encontravam
bastante secas e ndo foram adotados os procedimentos de embebigéo lenta antes do
inicio da estratificagao.

Segundo Peske e Peske (2011, p. 25), apesar da absor¢céo de agua pelas
sementes ser a primeira etapa do processo de germinagédo, quando estas estiverem
muito secas podem ocorrer rupturas das membranas celulares ocasionadas pela
intensa entrada de agua nos primeiros momentos, comprometendo a integridade da
semente e assim, reduzindo a viabilidade. Além disso, o excesso de agua durante o
processo de estratificagdo pode também ter ocasionado a degradagéo das sementes,
impedindo a penetracdo do oxigénio e por consequéncia reduzindo todo o processo
metabdlico (BORGES; RENA, 1993, p. 86), causando o apodrecimento das sementes.

Da mesma forma, devido a necessidade de alta quantidade de sementes
dispostas no estratificador, estas, permanecem muito préximas umas das outras e em
contato com o substrato umido durante muito tempo (seis meses), favorecendo assim
o ataque de patdgenos oportunistas, que aproveitam essas condigdes de alta umidade
para infectar e se multiplicar (SCREMIN-DIAS et al., 2006, p. 20), gerando também

nesses casos, a perda da viabilidade das sementes.

3.2 Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate (Figura 16),
representado pela mudanca de forma, foi semelhante para as duas localidades
(Colombo e Ivai), sendo que antes da estratificacdo (zero dias) os estadios, globular
e coracao foram predominantes. Porém, ao longo da estratificagdo o embrido se
desenvolveu progressivamente, passando pelos estadios mais rudimentares ao

estadio maduro dentro dos 180 dias.
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FIGURA 16. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DAS SEMENTES DE ERVA-MATE ORIUNDAS
DE IVAI E COLOMBO (PR), AO LONGO DO PROCESSO DE ESTRATIFICAGAO.
FONTE: O autor (2017).

Além da viabilidade, o teste tetrazdlio foi utilizado para observar o
desenvolvimento embrionario das sementes ao longo do processo de estratificagao,
uma vez que apos a analise da viabilidade os embrides foram excisados e avaliados
quanto ao seu estagio de desenvolvimento, apresentando predominantemente os
estagios, globular e coragdo em torno de 50% e 52%. J& ao final dos 180 dias, cerca
de 8% a 10% dos embrides encontravam-se maduros.

Porém, resultados diferentes foram obtidos nas sementes de erva-mate
provenientes de Mato Grosso do Sul armazenadas durante 30 dias em camara fria
(sem estratificacdo), onde Duboc e Franca (2016, p. 7), constataram que o0 seu
desenvolvimento embrionario era composto por 32,5% no estadio coragéo, 16,7% no
estadio pdés-coragédo, 28,4% estadio torpedo e apenas 0,5% maduros.

Ademais, Catapan (1998, p. 61) encontrou, em trés periodos de estratificacdo
em areia (135,179 e 221 dias), 28%, 30% e 8% de embrides na fase de coragéo,
respectivamente, e 72, 68 e 90% na fase pods-coragdo, e apenas 2% na fase de
torpedo apds 179 e 221 dias de estratificagao.

Estudos realizados por Medeiros e Silva (2001, p. 42) concluiram que, quanto

maior o periodo de armazenamento em camara seca, maior o numero de embrides
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em fase de pos-coragao. Chegando a 34,9% de embrides viaveis (pds-coragao), apds
7 semanas de armazenamento em camara seca e 200 dias de estratificagdo em areia
umida.

Ainda nesse sentido, percebe-se que ha grande variabilidade genética entre as
matrizes de erva-mate (FOWLER et al., 2011, p. 157) e as condi¢des edafoclimaticas
podem influenciar diretamente no desenvolvimento embrionario das sementes. Fowler
et al. (2007, p. 108), pesquisando o desenvolvimento embrionario de sementes de
erva-mate de diferentes locais de procedéncias do Sul, encontraram diferencas no
desenvolvimento embrionario nas oriundas do Parana, as quais apresentavam
embrides mais desenvolvidos do que aquelas provindas do Rio Grande do Sul,
provavelmente em decorréncia das temperaturas médias anuais mais altas e maior
insolagdo.

Da mesma forma, Daniel (2009, p. 74), relatou que as sementes dos ervais
nativos da regidao Centro-Oeste germinam mais rapidamente do que as dos estados
da regido Sul, havendo a possibilidade de eliminar o processo de estratificagéo.

Nesse sentido, pesquisas referentes a expressdo dos genes nos diferentes
estadios de desenvolvimento embrionario, como sugeridas por Fowler et al. (2011, p.
157), sao necessarias e possuem grande importancia cientifica no intuito de
compreender os mecanismos que regulam a dorméncia prematura das sementes de

erva-mate.

3.3 Estratificacao e teste de germinagao

Aproximadamente 2.000 sementes de erva-mate, de cada procedéncia (lvai e
Colombo), depois de estratificadas em areia durante seis meses, foram misturadas ao
substrato comercial. Estas, porém, germinaram somente apos trés meses, ou seja,
entre o inicio da estratificagdo até o inicio da germinagédo, passaram-se 270 dias.
Apesar desse longo tempo, os resultados n&o foram satisfatérios, pois houve apenas
2,8% de germinacao das sementes oriundas de Ivai e 4,48% de germinacdo das
sementes provenientes de Colombo, sinalizando que a taxa média de germinagao das
sementes de erva-mate foi muito baixa, devido, provavelmente, a degradagcao das
sementes por acao bidtica ou abiodtica. Além disso, a germinacao é desuniforme em
virtude do desigual estagio de desenvolvimento dos embrides antes de serem

submetidos a estratificagao.
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Além dos fatores responsaveis pela baixa germinacéo anteriormente citados,
percebeu-se que devido ao desuniforme desenvolvimento embrionario algumas
sementes tendem a germinar durante o processo de estratificacdo e, quando
removidas para o substrato no final da estratificacdo suas estruturas como radicula ou
o eixo hipocétilo-radicula sdo danificadas e, consequentemente, essas sementes
germinadas nao continuam o seu desenvolvimento quando transferidas para o
substrato.

Em consequéncia da alta densidade, sementes infectadas por fungos podem
contaminar sementes sadias, reduzindo também o percentual de sementes

efetivamente germinadas, situacao também relatada por Poletto et al. (2015, p. 286).

3.4 Teste de sanidade em papel-filtro (PF)

A incidéncia de fungos sobre as sementes de erva-mate ao longo do processo
de estratificacao (Tabela 7), detectados por meio do papel filtro (PF), ndo diferiu entre
0s géneros encontrados nas duas procedéncias (lvai e Colombo).

Dentre os géneros fungicos, observou-se que Trichoderma spp., incidiu entre
18% e 21% sobre as sementes de erva-mate ao longo do processo de estratificacao.

Fungos como Aspergillus spp. e Penicillium spp., incidiram sobre as sementes
antes e durante a estratificacdo. Nas sementes oriundas de Ivai, Alternaria spp.,
Curvularia spp., Graphium spp., Nigrospora spp., Pestalotiopsis spp., Phomopsis spp.,
e Rhizopus spp. também foram encontrados, mas em menor percentual de incidéncia.

Nas sementes oriundas de Colombo os fungos Colletotrichum spp. (90 dias) e
Fusarium spp. (aos 180 dias) incidiram, respectivamente, 1,5% e 1,0%
respectivamente.

Observou-se, pelo teste de sanidade PF realizado com sementes de erva-mate
oriundas de Colombo que antes da estratificacdo (zero dia), haviam
predominantemente associados as sementes, trés fungos: (Aspergillus spp. - 15%;
Penicillium spp. - 12,5% e Trichoderma spp. - 16%), mas ao longo dos 180 dias,
Aspergillus spp. e Penicillium spp. tiveram sua incidéncia reduzida, enquanto que
Trichoderma sp. no final da estratificagdo teve sua incidéncia elevada em 21%.

Outros fungos, como Aspergillus spp. e Penicillium spp., como Alternaria spp.,
Curvularia spp., Graphium spp., Nigrospora spp., Pestalotiopsis spp., Phomopsis spp.,

e Rhizopus spp. também foram encontrados, mas em menor percentual de incidéncia.
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Além destes, Colletotrichum spp., Fusarium spp., e Trichoderma spp., incidiram
sobre as sementes ao longo do processo de estratificacdo, sendo estes, na maioria,
de origem endofitica. O género Trichoderma foi encontrado em maior quantidade nos
dois tipos de testes de sanidade (PF e BDA), apresentando, respectivamente, ao final
dos 180 dias de estratificacao, 21% e 3% de incidéncia.

Avaliando sementes de erva-mate, Oliveira et al. (2015, p. 233) apontaram
baixa incidéncia de Trichoderma spp., apenas 4% no lote de Rio Grande do Sul. Ja
Grigoletti Junior et al. (1999, p. 34), observaram que houve 24,6% de frequéncia do
fungo Trichoderma spp. nos testes de sanidade com sementes estratificadas de erva-

mate.

TABELA 7. INCIDENCIA DE FUNGOS (%) EPIFITICOS EM SEMENTES DE ERVA-MATE,
ORIUNDAS DE IVAI E COLOMBO, SUBMETIDAS A TRES PERIODOS DE ESTRATIFICACAO (0, 90
E 180 DIAS), DETECTADOS PELO METODO PAPEL-FILTRO (PF)

Periodo de estratificagao (dias)

Ivai 0 90 180
Aspergillus spp. 12,0 a* 75b 0,0c
Alternaria spp. 1,0a 0,0a 0,0a
Colletotrichum spp. 0,0 a 0,0 a 2,5a
Curvularia spp. 2,0a 1,0a 0,0 a
Fusarium spp. 0,0a 0,0a 1,0a
Graphium spp. 6,5b 8,0b 10,0 a
Nigrospora spp. 0,0b 55a 0,0b
Penicillium spp. 10,5 a 40b 0,0c
Pestalotiopsis spp. 8,0a 3,0b 0,0c
Phomopsis spp. 0,0 a 2,0a 1,5a
Rhizopus spp. 5,0a 2,0a 0,0 a
Trichoderma spp. 140b 12,0b 18,0 a
Periodo de estratificagao (dias)
Colombo 0 90 180
Aspergillus spp. 15,0 a* 3,0b 1,5b
Alternaria spp. 1,0 a 0,0 a 0,0 a
Colletotrichum spp. 0,0 a 1,56a 0,0 a
Curvularia spp. 0,0 a 5,0a 0,0a
Fusarium spp. 0,0 a 0,0 a 1,0 a
Graphium spp. 8,0a 30b 5,5a
Nigrospora spp. 4.0 a 0,0a 0,0a
Penicillium spp. 12,5a 6,5b 0,0c
Pestalotiopsis spp. 1,0 a 0,0 a 0,0 a
Phomopsis spp. 0,0 a 1,5a 0,0 a
Rhizopus spp. 3,0a 1,0b 0,0c
Trichoderma spp. 16,0 c 11,0b 21,0a
" Letra diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas (p < 0.05) de acordo com o teste

de Tukey.
FONTE: O autor (2017).
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3.5 Deteccgao de fungos endofiticos

Por se tratar de um teste mais especifico, onde foram utilizados processos mais
rigorosos de desinfestacdao das sementes, os fungos dos géneros Colletotrichum,
Fusarium e Trichoderma (Tabela 8), detectados pelo método em meio de cultura BDA,
foram caracterizados como endofiticos.

Nas sementes oriundas de Ivai, o fungo do género Colletotrichum incidiu 1%
sobre as sementes nos trés periodos analisados. Ja Fusarium spp., foi detectado no
inicio da estratificagcao (1%), elevando sua incidéncia ao final da estratificacdo em 3%.

Do mesmo modo, nas sementes de Colombo, o fungo do género Colletotrichum
incidiu 1% sobre as sementes nos trés periodos analisados. Com relagao a Fusarium
spp., foi observado 1% de incidéncia aos 0 e 90 dias.

O fungo pertencente ao género Trichoderma foi encontrado nas sementes
provenientes de Ivai no inicio e final da estratificacdo. Ja nas sementes de Colombo,

aos 90 e 180 dias apds o inicio da estratificagao.

TABELA 8. INCIDENCIA DE FUNGOS (%) ENDOFITICOS EM SEMENTES DE ERVA-MATE,
PROVENIENTES DE IVAi E COLOMBO, DETECTADOS PELO METODO BATATA-DEXTROSE-
AGAR (BDA)

Periodo de estratificagao (dias)

lvai

0 90 180
Colletotrichum spp. 1,0 a 1,0a 1,0 a
Fusarium spp. 1,0 a 0,0a 3,0a
Trichoderma spp. 1,0b 0,0b 20a

Colomb Periodo de estratificagao (dias)
clombo 0 90 180

Colletotrichum spp. 1,0a 1,0a 1,0a
Fusarium spp. 1,0a 1,0a 0,0 a
Trichoderma spp. 0,0b 1,0b 20a

* Letra diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas (p < 0.05) de acordo com o teste de Tukey.
FONTE: O autor (2017).

Na analise da sanidade de sementes de erva-mate, submetidas a diferentes
periodos de estratificagdo, Souza et al. (2017, p. 70), também relataram a incidéncia
de Penicillium spp., mas com incidéncia menor (7,5%), do que o encontrado nesse
trabalho (10,5%). Este mesmo autor ainda relata que o género Fusarium obteve altos
indices de incidéncia em zero e 90 dias apds instalacdo do teste.

No presente trabalho, apesar das baixas incidéncias dos géneros

Colletotrichum e Fusarium, estes, podem causar danos na germinagao, ou serem
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transmitidos pelas sementes para as plantulas no viveiro, interferindo no

estabelecimento das mudas de erva-mate.

3.6 Teste de patogenicidade de Colletotrichum spp. sobre folhas de erva-mate

O teste de patogenicidade dos isolados de Colletotrichum spp., mostrou que
todos os dez isolados sao patogénicos apenas as folhas jovens (Tabela 9).

Assim, apenas nas folhas jovens os sintomas formaram lesbes escuras e
circulares, porém, nao se verificou a presenca de sinais do fungo. Ja em folhas
maduras néo se verificou nem o aparecimento de sintomas (Figura 17).

Esse resultado corrobora com os obtidos por Gomes et al. (2001, p. 152), no
qual os autores relataram auséncia de folhas adultas com lesdes, a exemplo do que
€ observado no campo. Quanto aos meios de penetracdo desse fungo nos tecidos
das plantas, Mafacioli (2007, p. 49) também verificou que isolados de Colletotrichum
sp. foram patogénicos em folhas de pupunheira e cajueiro quando inoculados com
ferimentos no tecido.

Fungos pertencentes ao género Colletotrichum possuem grande importancia
em relacdo as sementes em geral, pois segundo Meyer e Klepker (2007, p. 31), caso
ocorra transmissibilidade, as plantulas originadas de sementes infectadas podem
apresentar necrose dos cotilédones e do hipocatilo, causando o tombamento. Além
disso, a alta incidéncia desse fungo pode causar o apodrecimento de sementes no
solo antes da emergéncia (HENNING et al., 2005, p. 8).

TABELA 9. PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. SOBRE AS FOLHAS DE
ERVA-MATE

Isolado Folha madura Folha jovem
Patogenicidade* Patogenicidade*

CoL1 - +

COL2 - +++

COL3 - ++

COL4 - ++

COL5 - +

COL6 - +

COL7 - +

COL8 - +

COL9 - +

COoL10 - ++
Testemunha - -

* (+) pouco patogénico; (++) moderadamente patogénico; (+++) extremamente patogénico; (-) Ndo patogénico.
FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 17. PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. EM FOLHAS MADURAS (A)

E JOVENS (B) DE ERVA-MATE, INOCULADAS COM FERIMENTO.
FONTE: O autor (2017).

Percebe-se que a presenca de ferimentos facilita a penetragédo e posterior
colonizagédo do patégeno nos tecidos mais jovens, dessa forma, as folhas maduras
sem ferimentos ndo tendem a apresentar esse tipo de doenca. Nesse aspecto,
verifica-se que as sementes também representam fonte de indculo desse patégeno
caso possam transmiti-lo as plantulas nas sementeiras.

No entanto, os sintomas podem se desenvolver mais tarde durante o
estabelecimento das mudas e o fungo disseminado para o campo no momento do
transplante, contaminando areas livres de patogenos (POLETTO et al., 2015, p. 288).
Por isso, € necessario que haja o controle da qualidade sanitaria das sementes de
erva-mate, visto que os isolados de Colletotrichum spp. neste trabalho séao

patogénicos.

3.7 Teste de patogenicidade de Fusarium spp. em mudas de erva-mate

Apds seis meses da instalacdo do teste de patogenicidade, as mudas
inoculadas com os isolados FUS1, FUS2, FUS3, FUS4, FUS5, FUS6 e FUS8
apresentaram plantas mortas, as quais foram avaliadas por meio de isolamento
indireto das raizes, confirmando o género fungico Fusarium spp. fechando assim o
postulado de Koch.

Os resultados apresentado na Tabela 10, mostram que todos os oito isolados
de Fusarium spp., encontrados nos testes de sanidade das sementes de erva-mate,
foram patogénicos as mudas de erva-mate. Algumas espécies do género Fusarium

causam inibicdo na germinagdo de certas sementes, e, mesmo que germinem,
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apresentam crescimento do fungo sobre cotilédones e folhas primarias, além de
necrose na radicula (RODRIGUES; MENEZES, 2002, p. 534). Para Mafacioli (2007,
p. 8), € possivel que as sementes sejam fontes de inéculo destes patdgenos para
mudas no viveiro.

Fungos do género Fusarium séao patdogenos economicamente importantes para
0s cereais, podendo causar perdas substanciais em produtividade e na qualidade de
sementes, tendo potencial para sobreviver no solo por meio de estruturas de
resisténcia e, ainda, em estruturas internas das sementes, como o embrido
(BRODERS et al. 2007, p. 1155).

TABELA 10. PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Fusarium spp. SOBRE AS MUDAS DE ERVA-
MATE

Isolado Patogénico*
FUS1 +
FUS2 ++
FUS3 ++
FUS4 +++
FUS5 +
FUS6 +
FUS7 +
FUS8 +

Testemunha -

* (+) pouco patogénico; (++) moderadamente patogénico; (+++) extremamente patogénico; (-) Ndo patogénico.
FONTE: O autor (2017).

Os sintomas reflexos observados no presente trabalho em relacdo a agéo
patogénica de fungos do género Fusarium, tais como: murcha (Figura 18 - A),
amarelecimento e necrose (Figura 18 - B), queda das folhas e até a morte da planta
(Figura 18 - C), assemelham-se aos relatados por Polleto et al. (2012, p. 96). Da
mesma forma, Mezzomo (2017, p. 79), também verificou os sintomas reflexos na parte
aérea das mudas de erva-mate inoculadas em substrato contendo fungo Fusarium
spp.

O desenvolvimento das mudas inoculadas, em relacdo a testemunha foi
bastante afetado (Figura 19 - A). O reduzido crescimento das raizes das mudas
inoculadas em relagcdo a testemunha foi bem evidente ao final dos 180 dias da
instalacao do experimento. Pois, foi possivel verificar que as raizes da testemunha,
quando retiradas do substrato, estavam bem desenvolvidas, com coloragao clara e
sem necrose. Ja as mudas inoculadas com Fusarium spp., apresentavam-se pouco

desenvolvidas, atrofiadas e com as pontas necrosadas. (Figura 19 - B)
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FIGURA 18. SINTOMAS PRIMARIOS OBSERVADOS NA PARTE AEREA DAS MUDAS DE ERVA-
MATE TRANSPLANTADAS EM SUBSTRATO INOCULADO COM Fusarium spp.: (A) MURCHA NOS
PERIODOS MAIS QUENTES DO DIA; (B) NECROSE; (C) NECROSE SEGUIDA DE MORTE.
FONTE: O autor (2017).

FIGURA 19. ASPECTOS DAS MUDAS DE ERVA-MATE APOS 180 DIAS DE INOCULACAO COM
Fusarium spp.: (A) ALTERACOES NO TAMANHO DA MUDA; (B) ALTERACOES NO
DESENVOLVIMENTO DAS RAIZES.

FONTE: O autor (2017).

Além dos sintomas observados na parte aérea, as mudas mortas quando
retiradas do substrato continham suas raizes pouco desenvolvidas e escuras (Figura

19 - B), corroborando com os resultados obtidos por Mezzomo (2017, p. 78 - 80) e
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com Grigoletti Junior e Auer (2001, p. 572), os quais informam que o género Fusarium

€ o principal patégeno associado a podridao de raizes.

3.7.1 Caracterizagao morfolégica de Fusarium spp.

Primeiramente os isolados foram reunidos em dois grupos pelas caracteristicas
de pigmentacao da colénia em meio BDA. Sendo que, cinco isolados: FUS1, FUS5,
FUS6, FUS7, FUS8 apresentaram coloragéo violeta (Figura 20), microconidios
fusiformes encontradas em mono e polifialide. Macroconidios com trés a cinco septos
curvados, com uma célula basal pedicelada e a apical ligeiramente curva. Presenca
de hifas delgadas (Figura 21), facilmente confundidas com clamidésporos. Producao
abundante de esporodéquio de cor laranja em meio de cultura CLA (Figura 22) e
clamidésporos ausentes.

A pigmentagdo dos demais trés isolados FUS2, FUS3 e FUS4, foi vermelho-
carmim (Figura 20). Microconidios ausentes. Os macroconidios abundantes,
produzidos em esporodoquio de cor laranja (Figura 22), sendo relativamente
delgados, pouco curvados, quase lineares, geralmente de seis a nove septos com
uma célula apical curva e a basal em forma de pé. Presencga de clamiddsporo hialino
a castanho claro (Figura 23), solitario ou em cadeias, intercalar ou terminal. Formacéao
de esclerédios em meio de cultura BDA.

A pigmentagdo das coldnias n&o € um parametro confiavel para identificacéo
morfologica das espécies do género Fusarium, pois o pH do meio de cultura pode
influenciar na coloragcéo do micélio (SUMMERELL et al., 2003, p. 122), e dessa forma

induzir a uma falsa concluso.
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FIGURA 20. CARACTERISTICAS MOREOLC’)GICAS DOS OITO ISOLADOS DE Fusarium spp.,
ILUSTRANDO A COLORAGCAO DAS COLONIAS EM MEIO DE CULTURA BDA.
FONTE: O autor (2017).

FIGURA 21. HIFAS DELGADAS.
FONTE: O autor (2017).



FIGURA 22. ESPORODOQUIO DE COR LARANJA, PRODUZIDO EM MEIO DE CULTURA CLA
(Carnation leaf-piece agar).
FONTE: O autor (2017).

FIGURA 23. CLAMIDOSPOROS (INDICADOS PELAS SETAS). FONTE: O autor (2017).
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Na observacado morfolégica também foram observadas possiveis formagdes de
esclerodios em meio de cultura BDA, corroborando com os resultados de trabalhos
relatados por Aoki e O’'Donnell (1999, p. 602), nos quais os autores observaram a
formagdo de clamiddsporos agregados, formando uma estrutura semelhante a

esclerddios, porém esclerddios funcionais nunca foram observados.

3.7.2 Identificagao molecular de Fusarium spp.

As identificagbes morfologicas e moleculares dos fungos, sdo complementares

para confirmar a espécie (Tabela 11).

TABELA 11. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE Fusarium spp. PROVENIENTE DE
SEMENTES DE ERVA-MATE, CULTIVADOS EM MEIO DE FOLHA DE CRAVO AGAR (FCA) E
COMPLEXOS DE ESPECIES DE Fusarium DE ERVA-MATE IDENTIFICADOS POR MEIO DA
REGIAO FATOR DE ELONGACAO 1 — ALFA (EF-1A) , UTILIZANDO-SE O BANCO DE dados
Fusarium-ID.

MICRO MACRO CLAMIDOS- o 2
ISOLADOS  ¢onipios CONIDIOS POROS 1D (%) ESPECIE
Produgéao
Falsas abundante de
cabegas em esporodoéquio.
FUS1 -
mono e Macroconidios de 3 o
FUS5 ot 94,7%
polifialide com a 5 septos Complexo
FUS6 : L Ausentes a Gi i .
FUS7 mlcr990n|d|o§ curvgdos com uma 97 9% ibberella fujikuroi
obovoide/ovais célula basal '
FUS8 ;
com0Oa1 pedicelada e a
septos apical ligeiramente
curva.
Macroconidios
produzidos em
esporodéquio. Sao
relativamente
delgados, pouco
FUS2 curvados, quase Complexo Fusarium
FUS3 Ausentes lineares, possuem Presentes 97,1% faminearum
FUS4 de 6 a 9 septos g

com uma célula
apical curva e a
basal em forma de
pé. Formacgéao de
esclerodios

FONTE: O autor (2017).

A identificacédo dos isolados de Fusarium spp. a nivel de espécies, foi possivel
através das técnicas moleculares e ocorreu por meio da amplificagdo da regido fator
de elongacéo 1-alfa.

Com o alinhamento das sequéncias obtidas com aquelas ja depositadas no

banco de dados Fusarium-1D, verificou-se que os isolados avaliados pertencem a dois
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diferentes complexos de espécies, sendo que cinco correspondem ao complexo
Gibberella fujikuroi e trés ao complexo Fusarium graminearum.

Considerando-se a possibilidade dos fungos fitopatogénicos do género
Colletotrichum sp. e aqueles do complexo Gibberella fujikuroi e do complexo Fusarium
graminearum influenciarem no potencial germinativo das sementes de erva-mate e na
qualidade fitossanitaria das mudas, recomendam-se novos estudos para aprofundar

o conhecimento da agéo deste fungo nessa espécie.

4. CONCLUSOES

A viabilidade das sementes de erva-mate € reduzida ao longo dos 180 dias de

estratificacédo em areia;

O desenvolvimento embrionario das sementes de erva-mate, representado
pela mudanca de forma, decorre progressivamente ao longo dos 180 dias de

estratificacéo, passando pelos estadios mais rudimentares ao estadio maduro.

A germinacdo das sementes de erva-mate é desuniforme em virtude do
desigual estagio de desenvolvimento dos embrides antes de serem submetidos a
estratificacao.

Os fungos epifiticos com maior percentual de incidéncia sobre as sementes de
erva-mate ao longo do processo de estratificagao séo:

(Tempo 0): Aspergillus spp., Penicillium spp. e Trichoderma spp.;

(Tempo 90 dias): Alternaria spp., Curvularia spp., Nigrospora spp., Pestalotiopsis
spp., Rhizopus spp., Trichoderma spp.;

(Tempo 180 dias): Trichoderma spp., Phomopsis spp., Graphium spp., Fusarium

spp., Colletotrichum spp.

Fungos endofiticos como Trichoderma spp., Fusarium spp. e Colletotrichum

spp. incidem sobre as sementes de erva-mate durante a estratificagéao.
O fungo Colletotrichum spp. € patogénico as folhas jovens de erva-mate.

O fungo Fusarium spp. é patogénico as mudas de erva-mate.
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De acordo com a identificagcdo molecular, dos oito isolados de Fusarium spp.,
cinco pertencem ao complexo Gibberella fujikuroi e trés ao complexo Fusarium

graminearum.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Pelos experimentos realizados neste trabalho, foi possivel averiguar que as
sementes de llex paraguariensis possuem comportamento fisiolégico do tipo ortodoxo.
Tais resultados, foram de suma importancia para fins de armazenamento das
sementes.

Nas analises histoquimicas realizadas em sementes de erva-mate, observou-
se a presenca de polifendis, bem como uma estrutura rugosa localizada entre o
endocarpo e o endosperma. O presente trabalho relata, de forma inédita, essa
estrutura, a qual foi denominada “barreira rugosa lignificada”. Acredita-se que essa
barreira, pela sua composigéo (lignina), dificulta a expanséo das células embrionarias
e os compostos fendlicos pela sua agao, inibem a germinacéo.

No bioensaio, a redugdo na uniformidade de germinacdo das sementes de
alface refere-se ao potencial efeito inibitério dos extratos elaborados a partir das
sementes de erva-mate na mobilizagdo dos componentes nutritivos para a radicula e
hipocétilo, uma vez que a acao dos extratos foi desassociada de qualquer efeito do
potencial osmético e do pH, indicando, portanto, atividade alelopatica.

Nesse aspecto, os resultados obtidos evidenciam que os extratos de sementes
de erva-mate sédo capazes de interferir no metabolismo da alface, principalmente em
relacdo a germinacao e ao crescimento da raiz. Tais informagdes poderdo ser Uteis
para futuras pesquisas objetivando elucidar quais sdo os componentes presentes nos
extratos e se estes sao evidentemente os responsaveis pela inibicdo da germinagao
de sementes de erva-mate.

Foi possivel observar que sobre as sementes de erva-mate incidem fungos
saprofitico, bem como potenciais fitopatdgenos como Fusarium spp.

As informacdes resultantes desse trabalho de dissertagdo sao muito
importantes para futuras pesquisas, pois reunem as abordagens quimicas, fisicas e
bioldgicas que interferem na germinagéo das sementes de erva-mate e sugerem a
continuagao dos estudos referentes a germinacédo das sementes de erva-mate que é
lenta e irregular, constituindo um problema que ainda nao foi solucionado e apontado

como um dos motivos pelos quais ainda ha dificuldades na produgédo das mudas.
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