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RESUMO

llex paraguariensis A. St.-Hil., espécie arborea, popularmente conhecida como erva-
mate, nativa da América do Sul, apresenta relevancia socioeconémica, principalmente
na regido sul do Brasil. A propagacao seminal da espécie possui limitagdes devido a
dorméncia embrionaria e tegumentar, que acarreta na baixa (inferior a 20%), lenta e
desuniforme (de 100 a 360 dias) germinagéo. Os entraves relacionados a produgéo
de mudas via sementes podem ser superados com a utilizagdo de técnicas de
propagacao vegetativa. Nesse contexto, a presente tese teve como objetivos gerais
otimizar o protocolo da miniestaquia e relacionar os principais fatores que influenciam
0 enraizamento adventicio da erva-mate. Para tanto, o trabalho foi dividido em quatro
capitulos. O primeiro abordou o efeito de diferentes concentragcdes do acido indol
butirico (IBA) no enraizamento das miniestacas de erva-mate. No segundo capitulo
avaliou-se o enraizamento adventicio de seis clones de erva-mate, coletados em
quatro estagdes do ano e, a capacidade rizogénica destes clones foi correlacionada
com os niveis enddgenos de agucares totais (AT), proteinas totais (PT) e acido indol
acético (IAA) livre. No terceiro capitulo, verificou-se o enraizamento de dois padrdes
de miniestacas, coletados das por¢des apical e basal de brotagdes de minicepas de
erva-mate. Além disso, o enraizamento foi correlacionado com a composicao
bioquimica (peroxidase-POD, polifenoloxidase-PPO e compostos fendlicos-CF) e com
as caracteristicas anatdbmicas dos propagulos. Por fim, o quarto capitulo baseou-se
no desenvolvimento de um método nao destrutivo para predigdo do enraizamento,
utilizando a espectroscopia por infravermelho préximo (NIR). Verificou-se aumento de
38% no indice de enraizamento com a suplementagdo de 8000 mg L' de IBA,
havendo um aumento linear crescente do enraizamento em relagao as concentragdes
do regulador vegetal. Os clones de erva-mate apresentaram potencial rizogénico
distinto, sendo que aqueles coletados na primavera mostraram satisfatorias taxas de
enraizamento (acima de 80%) e os maiores niveis de AT, PT e IAA (133 mg g, 46,6
mg g' e 526,6 mg g, respectivamente). Com relagéo ao estudo do enraizamento dos
dois padrées de miniestacas (apical e basal), ambos os materiais analisados
apresentaram o mesmo potencial rizogénico (cerca de 42,7% de enraizamento).
Durante a analise dos compostos bioquimicos, verificou-se 0 aumento na produgao
de POD e o consumo de PPO e CF durante o enraizamento. Os padrbes de
miniestacas foram anatomicamente idénticos e, apesar da presenca de um anel de
esclerénquima, este ndo atuou como barreira para emissao das raizes adventicias.
Com relagao ao uso da técnica NIR, o modelo desenvolvido foi adequado para estimar
0 enraizamento das miniestacas de erva-mate, com satisfatério coeficiente de
determinagdo (R?) e desvio da razdo de performance (RPD), 0,68 e 1,75,
respectivamente. De maneira geral, conclui-se que o enraizamento de miniestacas de
erva-mate € genétipo-dependente; a estagdo do ano mais favoravel para coleta dos
propagulos €& a primavera; compostos bioquimicos (AT, PT e IAA) estdo
correlacionados com a formacdo e desenvolvimento de raizes adventicias;
recomenda-se 0 uso do regulador vegetal (IBA) para propagulos que apresentam
baixos indices de enraizamento (inferior a 50%); o anel de esclerénquima n&o atua
como uma barreira anatbmica; o modelo NIR é adequado para estimar do
enraizamento de miniestacas de erva-mate, porém o mesmo deve ser aprimorado em
estudos futuros a fim de agilizar e facilitar a predigdo de propagulos mais responsivos
ao enraizamento.

Palavras-chave: Clonagem. Erva-mate. Propagacgao vegetativa. Auxina.



ABSTRACT

llex paraguariensis A. St.-Hil., a tree species, popularly known as yerba mate, native
to South America, has socioeconomic relevance, mainly in southern Brazil. The
seminal propagation of the species presents limitations due to embryonic and
tegument dormancy, which causes low (less than 20%), slow and desuniform (100 to
360 days) germination. The obstacles related to the production of seedlings can be
overcome with the application of vegetative propagation techniques. In this context,
the present thesis had as general aims to optimize the protocol of mini-cuttings
technique and to relate the main factors that influence the adventitious rooting of yerba
mate. So, the work was divided into four chapters. The first chapter approached the
effect of different concentrations of indole butyric acid (IBA) on the rooting of yerba
mate mini-cuttings. In the second chapter we evaluated the adventitious rooting of six
clones of yerba mate collected at four seasons of the year. The rhizogenic capacity of
these clones was correlated with the endogenous levels of total sugars (AT), total
proteins (PT) and free indole acetic acid (IAA). On third chapter, we verified the rooting
of two types of mini-cuttings, collected from the apical and basal portions of mini-
stumps. In addition, rooting was correlated with the biochemical composition
(peroxidase-POD, polyphenoloxidase-PPO and phenolic compounds-CF) and with the
anatomical characteristics of the propagules. Finally, the fourth chapter was based on
the development of a non-destructive method for the
prediction of rooting potential using near infrared (NIR) spectroscopy. There was an
increase of 38% in the rooting index with the supplementation IBA at 8000 mg L™, with
a linear increase in rooting in relation to the concentrations of the plant regulator. The
yerba mate clones showed difference at the rhizogenic potential, and for those
collected in the spring the rooting showed superior results (above 80%) and the highest
levels of AT, PT and IAA (133 mg g™', g 46.6 mg g and 526.6 mg g, respectively).
Regarding the study of the rooting of the two types of mini-cuttings, both presented the
same rhizogenic potential (about 42.7% of rooting). During the analysis of the
biochemical compounds, there was an increase in the production of POD and the
consumption of PPO and CF during rooting. The two types of mini-cuttings (apical and
basal) were anatomically identical and, despite the presence of a sclerenchyma ring,
this did not act as a barrier for adventitious root. In relation to the use of the NIR
technique, the developed model was adequate to estimate the rooting of the yerba
mate mini-cuttings, with a satisfactory coefficient of determination (R?) and ratio of
performance to deviation, 0.68 e 1.75, respectively. In general, we concluded that the
rooting of yerba mate mini-cuttings is genotype-dependent; the most favorable time of
year for collecting the propagules is spring; biochemical compounds are correlated with
the formation and development of adventitious roots; it is recommended to use the
plant regulator (IBA) for propagules with low rooting rates (less than 50%); the ring of
sclerenchyma does not act as an anatomical barrier; the NIR model is efficient for
estimating the rooting of yerba mate mini-cuttings, but it should be improved in future
studies in order to accelerate and facilitate the prediction of propagules more
responsive to rooting.

Keywords: Cloning. Yerba mate. Vegetative propagation. Auxin.
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1 INTRODUGAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.), arborea endémica da América do
sul, € amplamente consumida como bebida estimulante, principalmente no sul do
Brasil, Paraguai e Argentina (BRANCO et al.,, 2013). Porém, a espécie vem
apresentando notoriedade no mercado internacional, em virtude dos inumeros
constituintes quimicos que lhe conferem propriedades medicinais (antioxidantes,
diuréticas, estimulantes, hepatoprotetoras, dentre outras) (MAZUR et al., 2014a), além
do potencial uso na industria cosmética, farmacologica e alimenticia.

A principal forma de estabelecimento de ervais no Brasil ocorre a partir de
mudas propagadas via seminal, sem critérios de selecdo de matrizes, resultando em
plantios desuniformes, com baixa produtividade e qualidade, refletindo em um produto
final com baixo valor agregado e de dificil comercializacédo (SANTIN et al., 2015). De
acordo com esses autores, ervais estabelecidos com mudas propagadas por
sementes, sdo menos produtivas e apresentam maior quantidade de galhos grossos,
em relagcdo as mudas propagadas via miniestaquia.

Aliado a isso, a reprodugao sexuada da erva-mate apresenta limitagdes, em
virtude da dorméncia embrionaria e tegumentar das sementes (FOWLER; STURION;
ZUFFELLATO-RIBAS, 2007), restringindo e retardando o periodo de producéo de
mudas. Diante dos entraves acerca da propagagao seminal da erva-mate, técnicas de
propagacéao vegetativa podem ser uma alternativa viavel.

A propagacéao vegetativa € uma modalidade da reprodug¢do assexuada que
permite a multiplicacédo de individuos geneticamente idénticos, garante a manutengao
das caracteristicas da planta-matriz selecionada, refletindo em plantios uniformes com
elevada produtividade (ALFENAS, 2004).

A miniestaquia é uma das técnicas de clonagem que possibilita o
aproveitamento do potencial juvenil dos propagulos e, a multiplicagdo de espécies que
apresentam alguma dificuldade de enraizamento e/ou limitagées quanto a propagacgéo
seminal (FERRIANI et al.,, 2010). Esta técnica € uma das mais utilizadas na
propagacao de espécies florestais em escala comercial, principalmente do género
Eucalyptus (OLIVEIRA et al., 2015). Dentre as vantagens da miniestaquia, em relacéo
a estaquia convencional, destacam-se o melhor controle nutricional, hidrico e

fitossanitario das plantas matrizes; redugao dos custos com transporte e coleta das
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brotagdes e, reducédo da area necessaria para a formagao do minijardim (ALFENAS
et al.; 2009; XAVIER et al.; 2009).

A formacdo de um sistema radicial € umas das principais etapas da
propagacao vegetativa. Esse processo € complexo pois é influenciado por inumeros
fatores endégenos como balango hormonal, teor de compostos bioquimicos, nivel de
cofatores e de inibidores da rizogénese; fatores exdgenos como condigdes ambientais
as quais as plantas-matrizes e os propagulos estdo submetidos; além de atributos
relacionados a planta fornecedora de propagulos como idade, caracteristicas
anatbmicas, fisiolodgicas e bioquimicas.

Uma das problematicas inerentes a propagag¢ao vegetativa é o tempo
necessario para inducdo de raizes adventicias, sendo que para erva-mate faz-se
necessario de 60 a 90 dias para o desenvolvimento do sistema radicial, além da
incerteza de um resultado satisfatorio. Devido a grande demanda de tempo e insumos
(substratos, mao de obra, espaco fisico) para obtengdo de um material vegetal
enraizado e vigoroso, faz-se necessaria a criagao de alternativas que visem agilizar e
facilitar a predicdo de gendtipos superiores com maior potencial ao enraizamento.
Uma alternativa é a utilizagdo da espectroscopia de infravermelho préximo (NIR),
técnica de natureza nao destrutiva, que possibilita a rapida analise de um grande
numero de amostras com a minima manipulagdo das mesmas (KOIZIMI et al., 2011;
MUNIZ et al, 2012).

Sendo assim, o presente trabalho foi desenvolvido objetivando: i) recomendar
a melhor época de coleta dos propagulos e, verificar a necessidade ou nao do uso de
reguladores vegetais, por meio da avaliagdo do enraizamento de miniestacas
coletadas em quatro estagcdes do ano e submetidas a diferentes concentracbes de
acido indol butirico; ii) verificar a influéncia dos fatores sazonalidade x genétipo no
enraizamento de miniestacas de erva-mate e, analisar os niveis endégenos de acido
indol acético, agucares e proteinas totais destes propagulos; iii) otimizar o protocolo
de miniestaquia identificando possiveis variagdes no comportamento rizogénico entre
gendtipos e tipos de propagulos vegetativos, por meio da avaliagdo do enraizamento
de miniestacas apicais e basais provenientes de quatro genotipos de erva-mate,

relacionando com os niveis das enzimas peroxidases, polifenoloxidase e compostos
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fendlicos, bem como caracterizando anatomicamente a rizogénese; iv) desenvolver
um modelo matematico via espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) para

predicdo de gendétipos mais responsivos ao enraizamento.

2 REVISAO DE LITERATURA

21 HISTORICO, CARACTERIZACAO E POTENCIALIDADES DA ERVA-MATE

A erva mate é uma espécie arborea, nativa da América do Sul com ocorréncia
no Brasil (Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, Santa Catarina e S&o Paulo), Argentina (Corrientes, Missiones), Paraguai
(Alto Parana, Amambay, Caaguazu, Canindeyu, Central, Guaira, Itapua, Misiones,
San Pedro) e Uruguai (FERLA; MARCHETTI; SIEBERT, 2005; HECK; MEJIA, 2007)
de forma natural ou cultivada (FERLA; MARCHETTI; SIEBERT, 2005).

A erva-mate é nativa da Floresta ombréfila mista (FERLA; MARCHETTI;
SIEBERT, 2005), onde cresce espontaneamente em regides constituidas por matas
de Araucaria angustifolia (pinheiro do Parana) (OLIVEIRA; ROTTA, 1983).

A espécie foi descrita pela primeira vez em 1820 pelo botéanico francés August
de Saint Hilaire baseada em exemplares coletados no Parana (PASINATO, 2003;
SANTOS, 2017). Amostras de plantas foram enviadas ao Museu de Historia Natural
de Paris, onde ocorreu a troca das etiquetas de identificagdo e a erva brasileira foi
considerada idéntica a do Paraguai, sendo denominada llex paraguariensis A.St.-Hil
(Anuario brasileiro da erva mate, 1999 citado por PASINATO, 2003). Posteriormente
o naturalista reconheceu que seria mais adequado té-la chamado de llex brasiliensis
(SANTOS, 2017).

Ha séculos a espécie tem sido consumida mascada ou em infusdo, como
remédio e bebida estimulante, por habitantes nativos (tribos indigenas) que tomavam
a bebida a partir das folhas fragmentadas da erva-mate em uma cuia (porongo
cortado) e com o auxilio de um canudo de taquara (BRACESCO et al., 2011).

No inicio da colonizagao do Brasil, os jesuitas tentaram proibir o consumo da

erva-mate, sob alegagdo de supostas propriedades afrodisiacas e alucindgenas,
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denominando-a como erva do diabo (LINHARES, 1969 citado por PASINATO, 2003).
Porém, o uso da bebida se generalizou entre os colonizadores europeus (PASINATO,
2003). Diante da possibilidade de lucro com a comercializagdo da erva mate, os
jesuitas superaram o suposto lado negativo do pecado, liberaram o uso e promoveram
seu cultivo (LINHARES, 1969 citado por PASINATO, 2003).

Com a expansao da fronteira agricola na década de 70, extensas areas de
erva-mate no sul do Brasil foram substituidas pelas culturas de soja e trigo (FERLA;
MARCHETTI; SIEBERT, 2005). Porém, com a demanda por matéria-prima pela
industria ervateira, foi necessario o estabelecimento de reflorestamentos para
abastecer o mercado.

Para alguns autores, o cultivo da espécie em remanescentes florestais nativos
€ benéfico, pois além de ser uma alternativa de renda para o produtor rural, também
contribui com a preservacdo da vegetacdo nativa (SIGNOR, 2013). No entanto,
estudos indicam que as praticas realizadas no Sistema Faxinal causam a
descaracterizagdo e degradacado da vegetacdo natural, em grande parte devido a
extragao seletiva de espécies com maior valor econdmico, ndo sendo observada a
regularidade e a frequéncia de tais espécies na area (WATZLAWICK et al., 2011).

Considerada como espécie florestal ndo madeiravel, a erva-mate apresenta
importancia socioeconémica, ambiental e cultural no Brasil e paises limitrofes. O seu
cultivo constitui-se como uma alternativa para o fortalecimento da agricultura familiar,
tanto na forma de povoamentos puros quanto em consorcio com espécies agricolas
(milho, feijao, soja, arroz) e/ou florestais (Pinus, bracatinga), contribuindo com a
fixacdo do homem na zona rural, geracdo de emprego e aumento da renda dos
produtores rurais (PES et al., 1995; RODIGHERI, 1997; LOURENCO et al., 1997).
Além disso, o cultivo da erva-mate traz beneficios ambientais, pelo fato de ser uma
cultura permanente, reduz o risco de erosao e poluicdo das aguas, favorecendo com
a conservacgao dos solos.

A familia Aquifoliaceae, a qual pertence a erva-mate, apresenta trés géneros:
Prinos, Nemopanthus e llex (THE PLANT LIST, 2013). /lex € o maior género da familia,
compreendendo aproximadamente de 400 a 500 espécies distribuidas principalmente
na América e Europa, mas também Oceania e Africa (GOTTLIEB; GIBERTI; POGGIO,
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2005). A maioria das espécies deste género sao lenhosas, perenes e deciduas,
(MARTINEZ; PELOTTO; BASUALDO, 1997) e apresentam interesse agronémico ou
ornamental (GOTTLIEB; GIBERTI; POGGIO, 2005). Porém, a espécie llex
paraguariensis € a que apresenta maior notoriedade em virtude da sua importancia
econdmica.

A erva-mate é uma espécie perenifdlia, que possui copa densa, fuste curto,
folhas verde escuras, duras e oblongas (LORENZI, 2002), altura variavel entre 12 a
30 m e expectativa de vida superior a 100 anos (GAUER; CAVALLI-MOLINA, 2000).
Planta dioica com flores brancas e pequenas dispostas em cacho fusiforme (BACKES;
IRGANG, 2002; SOUZA et al., 2015b). O florescimento da planta ocorre de setembro
a novembro no Parang, de setembro a dezembro em Santa Catarina e de setembro a
outubro no Rio Grande do Sul, enquanto a frutificacdo € de dezembro a abril
(CARVALHO, 1994). A espécie suporta grande amplitude térmica (de -6 a 22° C) e
necessita de um regime de precipitagdo bem distribuido ao longo do ano e, em
quantidade nao inferior a 1200 mm (HECK; DE MEJIA, 2007).

De acordo com os ultimos dados disponibilizados pelo IBGE (2016), a
producao brasileira de erva-mate (folha verde) atingiu cerca de 616.213 toneladas,
sendo o Rio Grande do Sul responsavel por 48,2% dessa produgdo, seguido do
Parana (37,0%), Santa Catarina (14,5%) e Mato Grosso do Sul (0,3%) (ano base
2016). Aproximadamente 80% da produgéo brasileira € destinada ao consumo interno
(REICHERT et al., 2013). Contudo, o consumo da erva-mate tem se expandido em
diferentes paises (Espanha, Italia, Australia, Franga, Japao, Coréia, Russia, América
do Norte) devido ao sabor, propriedades estimulantes e medicinais (MEJIA et al.,
2010; CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).

O consumo da erva-mate vem aumentando mundialmente em virtude dos
inUmeros beneficios a saude (SOUZA et al.,, 2015a), atribuidos a presenga de
compostos bioativos como por exemplo:

e Flavondides: quercitina, rutina, acido galico, catequina, epigalocatequina galato
(CHANDRA; DE MEJIA, 2004; LIMA et al., 2014);
e Metilxantinas: cafeina e teobromina (BOAVENTURA et al., 2013);

e Compostos fendlicos: acido clorogénico e cafeico (LIMA et al., 2014).
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Tais compostos oferecem propriedades anti-inflamatérias (LIMA et al., 2014),
antioxidantes (BOAVENTURA et al., 2013), neuroprotetivas, diuréticas (BRANCO et
al., 2013), hepatoprotetivas, (TAMURA et al., 2013), antiobesidade (LIMA et al., 2014),
anticelulite (HEXSEL; ORLANDI; PRADO, 2005; MARCHEI et al., 2013), além de
serem capazes de reduzir os riscos de doengas cardiovasculares (CARDOZO
JUNIOR et al., 2016).

Além do tradicional chimarréo, tereré e cha, a erva-mate também tem sido
utilizada na fabricacéo de cerveja (ARAUJO, 2008) e bebidas gaseificadas (MELLO et
al., 2009). No Japao, foi langado Coca Cola®, e na Argentina, a Nativa®, ambas com
extrato de folhas de erva-mate em sua composigao (VIERA, 2009).

A espécie também vem ganhando espagco no mercado dos alimentos
funcionais, com potencial uso na fabricagéo de doces (VIEIRA et al., 2008), gelatina
(BERTE et al., 2011), paes (FACCIN et al., 2015), barra de cereal (CHIESA;
SCHLABITX; SOUZA, 2012), iogurte (PRECI et al., 2011), queijo (FAION, 2010). E,
também vem sendo empregada na industria cosmética, na producao de cremes,

sabonetes, hidratantes, 6leos corporais, shampoos e condicionadores (AKATU, 2017).

2.2 FORMAS DE PROPAGAGCAO

2.2.1 Propagagao seminal

A propagacéo via seminal da erva-mate é limitada por apresentar desuniforme
(100 a 360 dias) e baixo percentual de germinacgéo (5 a 20%), causada pela dorméncia
embrionaria e tegumentar (FOWLER; STURION; ZUFFELLATO-RIBAS, 2007,
STACHEVSKI et al., 2013).

A baixa qualidade fisiol6gica das sementes € um dos entraves da propagacéo
sexuada da erva-mate. De acordo com Cuquel et al. (1994), os frutos desprendem-se
da planta-mae antes de estarem morfologicamente maduras. Grande parte dos
embrides encontram-se no estadio torpedo (2,7%), pos-coracao (23,6%), globular
(2,6%) e, predominantemente no estadio coragao (70,2%) (FOWLER; STURION;
ZUFFELLATO-RIBAS, 2007). Conforme esses autores, somente 0,9% dos frutos
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apresentam embrido maduro. A imaturidade embrionaria € causada, em parte, devido
a existéncia de compostos, presentes no endosperma, endocarpo e/ou no proprio
embrido, os quais interrompem temporariamente o desenvolvimento posterior dos
embrides, paralisando-os no estadio coragdo (FOWLER; STURION; ZUFFELLATO-
RIBAS, 2007).

Além da dorméncia embrionaria, também ocorre a dorméncia tegumentar
(FOWLER; STURION, 2000). As sementes de erva-mate sdo duras e,
consequentemente impermeaveis, dificultando a absorgao de agua e trocas gasosas
(FOWLER; STURION; ZUFFELLATO-RIBAS, 2007). Em condigbes naturais da
floresta, a dorméncia tegumentar pode ser superada pela acéo de fungos sapréfitas
que promovem a decomposigdo do tegumento, favorecendo a germinagao
(GRIGOLETTI JUNIOR et al. 1999; FOWLER; STURION; ZUFFELLATO-RIBAS,
2007). Em condigdes artificiais, o processo de estratificacdo de sementes € um dos
meétodos mais indicados para induzir a germinagdo, promovendo a quebra da
dorméncia tegumentar e, fornecendo as condigdes adequadas para que as sementes
completem o processo de maturacédo (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA, 1994).

Além do elevado periodo necessario para a quebra da dorméncia das
sementes (4 a 6 meses), a produgao de mudas via seminal apresenta grande variagao
genotipica, acarretando o estabelecimento de plantios desuniformes, refletindo
negativamente na qualidade e produtividade do produto final (STURION, 1988;
WENDLING et al., 2009; DIAS et al., 2012).

Sendo assim, diante dos entraves relacionados a propagacgao e a produgao
de mudas via seminal, a propagacao vegetativa apresenta-se como um meétodo

alternativo para tais limitagdes.

2.2.2 Propagacao vegetativa via estaquia

A técnica da estaquia consiste na producdo de mudas a partir de qualquer
segmento destacavel da planta matriz (raiz, caule, folha, gema) que, em condigéo
favoravel, induz a formagao de raizes adventicias (FACHINELO et al., 2005). Esse

processo somente € possivel em virtude da totipotencialidade das células vegetais, as
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quais possuem toda informagao genética necessaria para a regeneragdao de uma
planta completa (KERBAUY, 2004).

A propagacéao vegetativa permite o estabelecimento de plantios provenientes
de gendtipos superiores, com caracteristicas genéticas idénticas a planta matriz
(clone), possibilitando a homogeneidade da produgao e, dependendo do propagulo
utilizado, permite a antecipag¢ao do florescimento (HARTMANN et al., 2011). Além
disso, garante a qualidade, quantidade e uniformidade dos produtos e subprodutos
oriundos destes plantios, contribuindo com a padronizacdo da matéria prima e a
qualidade do produto final (BACCARIN et al., 2015), propriedades desejaveis,
principalmente em espécies com potencial uso medicinal, como € o caso da erva-
mate.

Uma das etapas fundamentais na propagacao vegetativa € a formagéao do
sistema adventicio de raizes (COSTA et al.,, 2013). Esse processo consiste na
formacao de raizes a partir tecidos/6érgédos que nédo sao provenientes da radicula
embrionaria (CASSON; LINDSEY, 2003), ou seja, a raiz adventicia € induzida em local
diferente do curso usual de formacé&o das raizes embrionarias (XAVIER et al., 2009).

A estaquia apresenta certas limitacdes quanto ao enraizamento em plantas
com elevada maturagdo (WENDLING; DUTRA, 2010), falta de métodos eficientes de
rejuvenescimento de material adulto e técnicas de manejo do ambiente de propagacéao
(WENDLING et al., 2007).

Alguns estudos relatam a respeito do enraizamento adventicio de estacas de
erva-mate. lIritani et al. (1986) verificaram o efeito positivo do uso de reguladores
vegetais sobre o0 enraizamento das estacas. Estes autores analisaram o efeito de
diferentes tipos de auxinas (acido indol acético-IAA e acido indol butirico-IBA) e
épocas de coleta (inverno e verado) e, verificaram que a coleta realizada no veréo e a
aplicagdo de 3000 mg.L"' de IBA proporcionaram o maior enraizamento (cerca de
75%) em relacdo a testemunha e ao tratamento com IAA na mesma concentragao
(2,01 e 33% de enraizamento, respectivamente). Contudo Fabiane et al. (2010)
verificaram que concentragdes inferiores a 2000 mg L' de IBA, ndo promoveram a
formacgao de raizes em estacas de erva-mate, observando 100% de mortalidade dos

propagulos vegetativos.
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Bitencourt et al. (2009) avaliaram o enraizamento de erva-mate a partir de
estacas provenientes de brotagbes rejuvenescidas, e verificaram que estacas
provenientes de rebrota foram superiores ao de estacas oriundas de brotagdes do
ano, com enraizamento de 65,5 e 8,5%, respectivamente. Stuepp et al. (2017)
analisaram a influéncia da idade das plantas matrizes no enraizamento de estacas
caulinares, e verificaram que aquelas coletadas de matrizes de 12 anos possuem
maior aptidao a emisséo de raizes, em relacao as oriundas de matrizes de 80 anos.

O sucesso da propagacdo via estaquia € variavel pois depende das
caracteristicas intrinsecas ao tipo de propagulo utilizado, bem como da influéncia de
fatores ambientais e/ou aplicacdo de reguladores vegetais (COSTA et al., 2013;
ZHANG et al., 2017).

2.2.3 Propagacao vegetativa via miniestaquia

A miniestaquia € uma técnica de propagacao vegetativa cujo principio € o
aproveitamento do potencial juvenil dos propagulos para indugdo do enraizamento,
podendo ser considerada uma especializagdo da estaquia convencional (FERRIANI;
ZUFFELLATO-RIBAS; WENDLING, 2010).

O desenvolvimento da técnica teve inicio na década de 1990 com o género
Eucalyptus (HIGASHI; SILVEIRA, 2000), e consiste na utilizacdo de brotacdes de
plantas matrizes, denominadas minicepas, propagadas pelo processo de estaquia ou
via seminal, das quais efetua-se constantemente a poda dos apices (quebra da
dominéncia apical), a fim de estimular a emissao de brotagdes que séo coletadas,
estaqueadas e mantidas em casa de vegetagcdo, dando origem a novas mudas
(WENDLING; DUTRA, 2008). O conjunto das minicepas denomina-se minijardim
clonal (WENDLING, 1999).

O periodo de permanéncia das miniestacas na casa de vegetacado depende
da espécie, época de coleta e estado nutricional dos propagulos. No caso da erva-
mate, este periodo varia de 60 (BRONDANI et al., 2007) a 90 dias (BITENCOURT et
al., 2009). Apdés a formagao do sistema radicial, as mudas sao transferidas para
aclimatacdo em casa de sombra e, posteriormente, para rustificagado, a pleno sol. O
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periodo de aclimatagao e de rustificagao da erva-mate é de 30 dias em cada ambiente
(BRONDANI et al., 2007).

A propagacao via miniestaquia pode representar uma alternativa promissora
para espécies lenhosas que possuem dificuldade de enraizamento do material adulto
e/ou cujas sementes representam fator limitante (FERRIANI et al., 2010).

O estabelecimento de minijardins apresenta vantagens em relagao a estaquia
convencional, como melhor controle nutricional e fitossanitario, maior produgao por
area em menor tempo, redugdo da area produtiva (ado¢do do minijardim clonal),
reducao dos custos com transporte e coleta das brotagdes, maior eficiéncia das
atividades de manejo (controle da irrigacdo e nutricdo das minicepas) (ASSIS, 1997;
ALFENAS et al., 2004; MAFIA et al., 2005; BRONDANI et al., 2010a; DIAS et al.,
2012). Como desvantagens tem-se a necessidade de maior rapidez entre a coleta dos
propagulos no minijardim clonal e o plantio na casa de vegetagcdo, maior sensibilidade
das miniestacas as condi¢bes ambientais, estreitamento da base genética dos
plantios clonais quando utilizado restrito numero de clones (WENDLING; SOUZA
JUNIOR, 2003; WENDLING; SANTIN, 2015).

O minijardim pode ser implantado em sistema de recipientes (vasos, tubetes,
sacos plasticos, caixas de fibra de vidro) ou sistema de canaletdes de amianto ou
concreto com leito de areia e fertirrigagao por gotejamento, sendo esses ultimos os
mais utilizados por grandes empresas florestais (MAFIA et al., 2005; BRONDANI et
al., 2010).

Os estudos com miniestaquia de erva-mate estao relacionados com a analise
da sobrevivéncia, produtividade (SANTIN et al., 2015), uso de substratos renovaveis
(KRATZ et al., 2015), adequagao do ambiente de enraizamento (BRONDANI et al.,
2007; BRONDANI et al., 2008a), bem como da viabilidade técnica do sistema semi-
hidropénico (WENDLING; DUTRA; GROSSI, 2007). Na literatura cientifica sao
inexistentes informacgdes a respeito da melhor época de coleta das miniestacas,
recomendagao ou ndo do uso de reguladores vegetais, além da possivel influéncia da
altura do ramo para coleta dos propagulos (porg¢ao apical, intermediaria e basal) no

enraizamento adventicio destas miniestacas.
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2.3 FATORES QUE AFETAM O ENRAIZAMENTO ADVENTICIO

2.3.1 Balang¢o hormonal

Os hormoénios vegetais sdo compostos ndo nutrientes, sintetizados pela
planta, que em baixas concentragdes (10* a 106 M) promovem, inibem ou modificam
diversos processos fisiologicos e morfologicos (SANTNER; ESTELLE, 2009; VIEIRA
et al., 2010). Os hormbnios podem desencadear inumeras respostas fisiolégicas no
local de sintese ou serem transportados para outros tecidos, onde podem exercer sua
resposta de acordo com sua concentragdo, estrutura quimica, sensibilidade e
capacidade de resposta das células do tecido alvo (SAIRANEN et al., 2012; RAVEN,;
EICHHOM; EVERT, 2014). Além disso, os hormdnios vegetais desempenham papéis
complexos, exercendo efeitos diretos (atuando sobre a divisdo celular ou crescimento
celular) ou indiretos (interagindo com outras moléculas ou hormdnios) (Li et al., 2009).

As auxinas foram o primeiro grupo a ser descoberto e identificado como
horménio vegetal (WENT, 1935), sendo amplamente estudadas e utilizadas nos
protocolos de propagacgao de plantas. As auxinas naturais identificadas s&o: o acido
indol acético (IAA), acido indol butirico (IBA), acido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-AlA) e
acido fenilacético (PAA) (PORFIRIO et al., 2016a). Porém, o IAA é a auxina de
ocorréncia natural mais importante, sendo considerado como horménio do
crescimento, por regular a dominancia apical, a expansao, divisdo e diferenciacao
celular e, atuar no desenvolvimento de frutos e de raizes adventicias (SAIRANEN et
al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013; STEFFENS; RASMUSSEN, 2016).

O IAA ¢é sintetizado nas partes das plantas com crescimento ativo como
meristema apical, gemas axilares e folhas jovens (POP; PAMFIL; BELLINI, 2011) e
transportado através do floema, para a base das estacas, onde se concentram e, em
conjunto com outras substancias nutritivas, sdo responsaveis pela formacgéo das
raizes (HARTMANN et al.,, 2011). As auxinas promovem a formacdo de raizes
adventicias ao induzirem a desdiferenciagdo das células do periciclo e parénquima
que em seguida iniciam a divisao celular (LI et al., 2009).

Os niveis das auxinas endogenas podem ser irreversivelmente reduzidos por
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meio da degradacido oxidativa ou, reversivelmente por conjugagdo com agucares,
aminoéacidos, peptideos ou proteinas (LUDWIG-MULLER, 2011; PORFIRIO et al,
2016b).

Para algumas espécies, a obtencdo de mudas via propagacéo vegetativa
torna-se um processo impraticavel devido a concentragcido insuficiente de auxina
endogena, problema que pode ser solucionado com o emprego de reguladores
vegetais (PIMENTA et al., 2005). O uso de reguladores vegetais tende a aumentar a
porcentagem de enraizamento, o numero e qualidade das raizes formadas, além de
uniformizar e agilizar o processo de formacdo do sistema radicial, viabilizando a
producao de mudas (FACHINELLO et al., 2005).

A suplementagdo exdgena de auxina acelera a divisdo celular do cambio,
afeta a concentracdo enddgena de citocinina e acido salicilico e, aumenta o acumulo
de agucares no caule durante o estadio de enraizamento (AGULLO-ANTON et al.,
2011; AGULLO-ANTON et al., 2014). De acordo com Zhang et al. (2017), a aplicagdo
exdgena de auxina acelera o catabolismo do hormdnio inibidor da formagao de raiz
(acido abscisico) e a sintese de horménios enddgenos (IAA, acido giberélico, zeatina
ribosideo - citocinina), aumenta o metabolismo de carboidratos e proteinas soluveis e,
consequentemente, desencadeia o processo de formagao da raiz.

A auxina mais utilizada na propagacao vegetativa e que tem apresentado
resultados satisfatorios para maioria das espécies florestais e agronémicas € o acido
indol butirico (IBA) (NASCIMENTO, 2008; DIAS, 2011), em fungcdo da menor
mobilidade e maior estabilidade quimica, quando comparado ao acido indol acético
(IAA), além de ser menos fitotdxico, em comparagao ao acido naftaleno acético (NAA)
(FACHINELLO et al., 2005; SARZI; PIVETTA, 2005). As concentragcbes de auxinas
indicadas variam em fung¢ao da espécie (HARTMANN et al., 2011), clone (BRONDANI
et al.,2010), grau de maturagao dos propagulos (ALCANTARA et al., 2007) e forma
de aplicagédo (YAMOTO et al.,, 2010). Diversos estudos tentam definir a melhor
concentracdo, formulacdo e duragdo de tratamento necessarios para formagao
adequada de raizes adventicias (OSTERC; STAMPAR, 2011).

A aplicagdo exdgena de auxina tem proporcionado resultados positivos na
rizogénese de miniestacas de pessegueiro (Prunus persica) (TIMM et al., 2015),



27

Araucaria angustifolia (Pires et al., 2013) e, principalmente, em espécies do género
Eucalyptus (BRONDANI et al., 2010). Da mesma forma, efeitos satisfatorios foram
observados em estudos com erva-mate. Graca et al. (1988) verificaram que o
enraizamento das estacas desta espécie foi estimulado pelo uso do IBA, sendo
recomendada a concentragao de 8000 ppm.

No entanto, Bitencourt et al. (2009) verificaram que a aplicagao de IBA nao
influenciou a formagédo de raizes de estacas de erva-mate provenientes de ramos
rejuvenescidos, indicando possivel quantidade endégena de auxinas suficiente para
promogao do sistema radicial. Stuepp et al., (2017) ao avaliarem o enraizamento de
estacas provenientes de arvores de 12 e 18 anos submetidas a diferentes
concentracdes de IBA, verificaram que o enraizamento das estacas de arvores de 12
anos foi superior, em relacdo as estacas de arvores de 80 anos, sem a necessidade
da aplicacao de IBA.

Sendo assim, o efeito da aplicacdo de IBA sobre o enraizamento adventicio
depende da interacédo de varios fatores, como material genético, espécie, época do
ano, nivel hormonal enddgeno, presenga de cofatores, condigao nutricional da planta
matriz, grau de juvenilidade, condicdes de manejo no ambiente de enraizamento e
técnica de propagacao vegetativa utilizada (BADILLA et al., 2016). Geralmente, as
concentracdes consideradas 6timas para a formacéao de raizes sao muito particulares
a cada situacdo (BRONDANI et al., 2010a).

Séo evidentes a atuagao das auxinas na formacéo do sistema radicial (LI et
al., 2009; COSTA et al., 2013; DRUEGE et al., 2014; ZHANG et al., 2017), porém
ainda ndo ha um consenso sobre 0 modo de acao e o provavel efeito no enraizamento
dos outros grupos hormonais.

O etileno é descrito como ativador do enraizamento (NEGI et al., 2010; LEWIS
et al., 2011), por auxiliar na regulacao do transporte de auxina (LEWIS et al., 2011) ou
aumentar o numero de células responsivas as auxinas (DE KLERK E HANECAKOVA,
2008). De acordo com Lewis et al. (2011) o etileno estimula o enraizamento adventicio
por favorecer o0 acumulo das auxinas na zona de enraizamento e reduzir o transporte
deste hormdnio em outras partes do explante. O etileno atua positivamente na fase
de expressao, poréem apresenta efeito inibitério na fase da indugado do enraizamento
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(DE KLERK et al., 1999; DE KLERK, 2002; DRUEGE et al., 2014).

Ja as citocininas também podem estimular os processos inicias de indugao do
enraizamento adventicio ao impulsionar o ciclo celular (DE KLERK, 2002), porém
apresentam efeito inibitério nas fases posteriores a indugdo (COSTA et al., 2013;
DRUEGE et al., 2014).

As giberelinas séo consideradas como inibidoras do enraizamento adventicio,
efeito possivelmente associado as mudangas no transporte polar das auxinas (GOU
et al., 2010; COSTA et al., 2013). Porém, de acordo com Costa et al., (2013) as
giberelinas apresentam efeito inibitério na fase de indugdo da raiz e estimulante
durante a formagao.

As estrigolactonas também estdo envolvidas com o enraizamento adventicio,
principalmente com agéao inibidora (COSTA et a., 2013). A relagdo negativa entre as
estrigolactonas e o enraizamento esta associada a aparente inibigao da divisao celular
causada por este grupo hormonal, bem como possivel interferéncia no movimento
basipeto das auxinas (RASMUSSEN et al., 2012).

De acordo com Raven et al. (2014), os horménios vegetais dificiimente atuam
de modo isolado, onde as respostas sao provenientes da interagao entre horménios e

outros sinais.

2.3.2 Maturagao/Juvenilidade

O processo de formacgao de raizes adventicias é afetado pela idade da planta
doadora de propagulos (ZHANG et al, 2017). De modo geral, a capacidade rizogénica
de propagulos vegetativos diminui com o aumento da maturidade da planta-matriz
(HUSEN; PAL, 2006). O evento no qual a maturagao fisiolégica aumenta com a idade
cronoldgica da planta é denominado cicléfise (OSTERC; STAMPAR, 2011).

A capacidade de enraizamento de propagulos maduros (oriundos de material
adulto) € menor em comparagdo com propagulos juvenis (provenientes de plantas
jovens/mudas seminais) (KIBBLER; JOHNSTON; WILLIAMS, 2004; WENDLING;
TRUEMAN; XAVIER, 2014). Desta forma, a idade da planta afeta a qualidade

fisioloégica dos propagulos e, consequentemente, o enraizamento.
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Diversos estudos relatam a associagdo entre a maturagao/juvenilidade do
propagulo e o enraizamento. Em Prunus subhirtella (espécie arbustiva muito utilizada
como ornamental) foi avaliado o enraizamento de propagulos maduros (oriundos de
arvores de 40 anos) e propagulos juvenis (provenientes de plantas de trés anos
rejuvenescidas in vitro) (OSTERC; STEFANCIC; STAMPAR, 2009). Estes autores
concluiram que estacas juvenis apresentaram enraizamento adventicio superior, bem
como maior concentracéo de IAA e IAAasp (acido indol acético aspartico) em relagéo
as estacas maduras. Da mesma forma, propagulos juvenis (oriundos de mudas de
trés anos) de Dalbergia melanoxylon (espécie florestal madeireira) foram superiores
aos propagulos maduros (oriundos de plantas de 15 anos) em todas as variaveis
avaliadas (porcentagem de enraizamento, numero e comprimento de raizes) (AMRI et
al., 2010).

Em geral, para espécies lenhosas, propagulos juvenis enraizam facilmente,
pois os niveis de auxina enddgena e de cofatores séo satisfatorios para o processo
de formacao de raizes adventicias; enquanto outras, oriundas de plantas mais velhas,
s&0 menos responsivas ao enraizamento (DIAS et al., 2012).

De acordo com Higashi e Silveira (2000) o processo de maturagdo esta
relacionado a idade ontogenética da planta matriz, e este ndo ocorre na mesma
velocidade em todas as partes da planta. Ressalta-se que propagulos oriundos de
plantas cronologicamente adultas (maduras) pode atuar como propagulos juvenis,
dependendo da por¢éo da planta matriz em que foi coletado (OSTERC; STEFANCIC;
STAMPAR, 2009). As variagdes nas caracteristicas dos propagulos dependendo da
altura de coleta destes denomina-se topodfise e, isto ocorre pois uma mesma planta
pode conter areas (e.g. por¢cédo apical) mais maduras do que outras (e.g. por¢ao
basal), (OSTERC; STAMPAR, 2011). Ou seja, ha um gradiente de juvenilidade em
direcao a base da arvore, o que promove um aumento da maturagdo em funcao da
maior proximidade com o meristema apical (WENDLING; XAVIER, 2001; WENDLING,
TRUEMAN, XAVIER, 2014).
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2.3.3 Epoca do ano

As variagdes das condicbes ambientais, principalmente, temperatura e
fotoperiodo, influenciam as condi¢gdes fisiolégicas da planta matriz e,
consequentemente, afetam as carateristicas dos propagulos e a capacidade de
formacgao do sistema radicial. As variagées de temperatura e fotoperiodo recorrentes
ao longo ano influenciam os niveis endogenos de auxina, teor de carboidratos, e
outros componentes bioquimicos presentes nas plantas matrizes (COSTA et al.,
2013).

A temperatura pode regular a emissao de raizes adventicias (BRONDANI et
al., 2007) e, de acordo com Kibbler et al. (2004), as esta¢des do ano que apresentam
temperaturas mais elevadas muitas vezes coincidem com o aumento da atividade das
brotacdes, florescimento e maiores taxas de crescimento.

A consisténcia dos propagulos vegetativos também é afetada pela época de
coleta, os quais tendem a ser mais herbaceos quando coletados nos periodos de
crescimento vegetativo intenso (em geral primavera/verao) e mais lenhosos quando
coletados em periodos de repouso vegetativo (outono/inverno) (STUEPP et al., 2017).
Da mesma forma, Pivetta et al. (2012) verificaram que as estacas de Nerium oleander
coletadas no periodo de intenso crescimento vegetativo (verdao) apresentavam-se
mais herbaceas, em relacdo aquelas coletadas no inverno, facilitando a emisséo das
raizes.

Outro fator que deve ser considerado é a fenologia da planta matriz. Em
épocas de floracao e frutificacdo, grande parte dos metabdlitos produzidos pela planta
sao deslocados para a producao de flores e frutos, tornando-se menos disponiveis em
outros processos fisiologicos, tais como o enraizamento (HARTMANN et al.,2011).
Sendo assim, em geral, sugere-se que a coleta dos propagulos seja realizada na fase
vegetativa da planta matriz, onde as folhas estdo com o maximo de sua expanséo,
sendo mais eficientes na utilizacdo da luz e também no aporte de compostos
necessarios para o inicio da emissao de raizes (OLIVEIRA et al., 2003).

Contudo, a época mais adequada para a coleta do material vegetativo é
altamente variavel e depende da espécie analisada. Brondani et al. (2010b)
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verificaram que as estagdes mais frias foram as mais favoraveis ao enraizamento de
miniestacas do hibrido Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii. Da mesma forma
que o outono foi a época mais favoravel ao enraizamento de estacas de llex
paraguariensis, seguido da primavera e verdao (STUEPP et al.,, 2017). Porém, as
épocas do ano mais quentes (primavera e verao) proporcionaram maior vigor radicial
as miniestacas de Araucaria angustifolia, em comparagao com as estagdes mais frias.
Ja Pereskia aculeata, espécie considerada de facil enraizamento, apresentou altos
indices de enraizamento (superior a 80%) independente da época de coleta (ZEM et
al., 2015).

Para algumas espécies, a época de coleta das brotagdes nao influencia o
enraizamento, porém, outras espécies podem apresentar resultados satisfatorios de
enraizamento quando a coleta ocorre em periodos especificos (ALCANTARA et al.,
2008). Sendo assim, faz-se necessario identificar a melhor estacdo do ano para coleta
dos propagulos para cada espécie/clone, visando maximizar os indices de

enraizamento.

2.3.4 Anatomia

A capacidade de desenvolvimento das raizes adventicias pode estar
relacionada as caracteristicas anatdbmicas existentes entre espécie/cultivar/clone e/ou
tipo de propagulo utilizado. Wendling et al. (2015) avaliaram a capacidade de
enraizamento de estacas de diferentes por¢cdes do ramo de Corymbia torelliana x C.
citriodora e, verificaram que estacas basais apresentavam maior grau de lignificacéo
€ menor enraizamento, em relacao as estacas apicais.

Da mesma forma, Ballester et al. (1999) também relacionaram o enraizamento
e os caracteres anatdomicos dos propagulos. Estes autores verificaram diferencas na
capacidade rizogénica entre propagulos juvenis e maduros de Castanea sativa, e tais
diferencas estavam associadas, principalmente, ao desenvolvimento do floema e
xilema secundarios, os quais eram muito desenvolvidos em propagulos maduros em
relagdo aos juvenis.

Husen e Pal (2006) verificaram caracteristicas anatdmicas marcantes entre
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estacas de Tectona grandis oriundas de arvores de diferentes idades (2 meses, 15 e
30 anos) e, essas caracteristicas (e.g. numeros, largura e comprimento dos elementos
do vaso, e o comprimento e a largura dos elementos de fibra) podem ser utilizadas
como indicador da idade e maturidade de Tectona grandis.

Sendo assim, o conhecimento e identificagdo das estruturas anatbmicas
podem contribuir para o melhor entendimento das variagdes da capacidade rizogénica
entre propagulos e, auxiliar na escolha dos materiais vegetais mais adequados ao
enraizamento. Além disso, possiveis insucessos da técnica da miniestaquia podem
ser explicados pelo conhecimento da estrutura interna do caule, obtido por meio de
analises morfoanatémicas.

Para algumas espécies, o enraizamento adventicio pode ser inibido devido a
existéncia de barreiras anatémicas que bloqueiam a emissao dos primordios radiciais,
como por exemplo, ocasionado pelo 