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RESUMO

Foram produzidas mudas de Ilex paraguariensis St. Hil.
atraves da micropropagacace. 0 isolamento & as transferéncias
para as demals etapas 1in vitro foram feitas em cé&mara de
fluxo laminar e os explantes foram mantidos em sala de
incubaca&o,. com temperatura de 2512 oC, fotoperiodo de dias
longos e luminosidade de 2000 Jlux. 0Os meios de cultura
utilizados. foram o de MURABHIGUE e SKOOG (M3) e de LLOYD e
McCOWN (WFM). Segmentos nodais com aproximadamente & cm de
comprimento, obtidos de mudas de 2 anos de idade, foram
dezinfestados em solucdo de 10 ou 15%4 de hipoclorito de sddio
(34 €1 livre) e cultivados em meio MS. Apdés 30 dias. os
explantes foram repicados para meio de multiplicac&oc. Na
multiplicacdo testou-se: a influgncia de BAF, 2iF ou Zeatina
na concentracdo de 2 ma/l nos meios MS e WFM:; a adicBo de
auxina (AIR) combinada com citocinina (BAF) nos meios M5 e
WFM durante I subcultives:; a adiclo de carv8o ativado (1 g/l)
e BAF (0,5 e 1 mg/l) nos meios MSE e WFM durante 3=
subcultivos. 0 enraizamente foi avaliado em duas fases
{inducdc e alongamento das raizes durante 12+18 dias., & em
uma Gnica fase ‘durante 30 dias, empregou-se  diferentes

concentracoes de AIE no meiLo (5 o o As mudas foram
transplantadas & colocadas em casa de vegetacdc modelo Van
der Hoeven. Durante & multiplicacao, observou-se o
aparecimento de folhas atipicas, foi feito um estudo

comparativo da superficie foliar de plantas cultivadas em
casa de vegetacfo, plantas cultivadas in vitro e =&inda.
plantas cultivadas in wvitro atipicas., A0 nivel de
microscopia Totomica & microscopia eletrdnica de Varredura.
As etapas 1in vitro aprssentaram resultados satisfatdrios,
sendo o melhor tratamentoc na desinfestacdo. o gual utilizou
15% de hipeocloriteo de sddioc por 10 minutes., através do gual
se obteve 20,1% de contaminacido. 9,74 de oxidacdo e 72.%9% de
sobrevivencia dos wplantes. 0 regulador de crescimento EBAF
proporcionow & 2 malior  taxa de multiplicacfo de brotacoes
apicais no 12 subcultivo, con um namero médico de brotacgtes
por edplante de 2,43 no meioc ME e 2,2 ne meio WFH. A
permanegncia de brotagoes sub-apicais durante 3 subcultivos no
mesmo meic de cultura (WFF+Z mo/s/l BAP) propiciocu a maior taxa
de multiplicagdc (3:75 brotacoes/explante). A utilizacdc de
baixzas dosagens de BAF e adicdo de carvao ativade no meio de
cultura proporcionow bom sspecto das brotagoes e baixas tasas
de multiplicacgdc. O enraizamento em 2 2 TfTases (inducdoc e
alongamento) proporclonou maiores percentagens de
enraizamento, 86, 2%, com um NUmeEro meédio de .2
raizes/explante. As mudss enraizadas tiveram bom
desenvolvimento apds o transplante para a terra. 0 estudco
comnparative da supsrficie feoliar revelou respostas marcantes
entre as 3 situacdes acima., evidenciadas a nivel esstrutural.



i  INTRODUCAD

A erva-mate Ilex paraguariensis St . Hil.
(Aquifoliaceae) € uma espécie nativa do Sul do Erasil e de
importdncia econbmica. As suas folhas sic utilizadas no
preparo de uma inTusfo estimulante conhecida pov chimarvio
e também, no preparo do chia-mate.

A utilizaclo dessa planta para a fabricagio de bebida
tonica € estimulante Jja eva conhecida pelos aborigenes
antigos da América do Sul. 0s primeivos cultivos foram
realizados nos séculos XVII & XVIII, duvante a dowminagio

dos padres da Companhia de Jesus sobre os indios guaranis.

T3

&

ot

Gs jesuitas passaram a dedicar maiovr atengao ag

1T

desenvolvimento da cultura, a produgfo foi organizada e
estabelecevam—~se 05 primeirvras praticas de manejo dessa
planta, inclusive a estratificagédo dasz sementes (REITZ,
1267 .

Apesar de ser uma especie utilizada hd muito tempo,
muito pEouco se conhece sobye & sua biologiz. Os problemas
com o0 quais se depara o cultivo mediante sementes sXo a
produgdc de plantas muito hetevogéneas, o baixo poder

germinativo das sementes € 0 tenpo excessivamente longo de

sua  germinagio. Segundo HU (1975, o sénere Jllex tem
sementes  dormentes por imaturidade embvionsvia. Ievido =
€sses fatos, o emprego  de teécnicas de multiplicagio



e
vegetativa seria uma alternativa para a propagacio de

plantas selecionadas.

Entre os metodos de propagacio vegetativa, ]
micvopropagagdo apresenta as seguintes vantagens: a) requer
menoyr quantidade de material vegetativo inicial,
possibilitando sua multiplicac&o rapida € em espago fisico
reduzido; b)) permite =a obtengio de plantas livres de
patdgenos; ¢) proporciona maior flexibilidade no controle
dos fatores ambientais e dos fatores quimicos envolvidos no
processo de regenevacdo; ¢) possibilita a clonagem de
genotipos superiores selecicnados; e€) permite a produgio ao
longo do ano € independente das mudangas
estacionais. (GEORGE e SHERRINGTON, 1984; GRATTAFABLIA e
MACHATIO, 1926).

0 presente trabalho tem por objet ivos )

desenvolvimento de um protocolo para & regeneragao de

plantas de Ilex paraguariesnsis St. Hil. a partirvr de
segmentos nodais de mudas; b)) a descrigio comparativa da
supevficie foliar entre plantas cultivadas em casa de

.

¢, Pplantas cultivadas in vitro e ainda, plantas

€t
i

veaet ®
cultivadas in vitro mas que se apresentavam atipicas,
devido a0 aparecimento de brotagdes com folhas atipicas

duvrante a fase de multiplicagio.



2. CONSIDERACOES GERAIS S0BRE A ERUA&-MATE

2.1 ENQUADRAMENTO TAXINOMICO
Sistema de EHGLER (1964)
Divisio: Angiospermae
Classe: Dicotyledoneae
Subclasse: Arvchichlamydeae
Ordem: Celastrales

Familia: dAquifoliaceaes

13

GeEnevo: Flex

i

Espécie: JTlex paraguariensis St. Hil.

Sistemza de CRONQUIST (1981)
Givisio: HMaanoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Subrlasse: Rocidas

W

Ordem: Celastrale
Familia: éAquifoliaceas
Génevo: Ilex

Espécie: Jlex paraguaricasis St. Hil

2.8 DESCRIGCAD Da ESFECIE
£ uma arvore de porte médio, que pode atipagiv de 15 =
2¢ metvos, ow mals. A espécie € inteivamente glabvra, lenho

novo seco de Cor cinzento-escura, castanho-escura ouw preta,



4
lenho mais velho cinzento, amarelo-castanho ou castanho.

Folhkas de limbo finamente coriaceo até coriaceo, 3-5-8 cm
de comprimento por 2-3-4-4,6 cm de largura, obovado até
largamente obovado, margens irregulares, subdistintas,
grossas, menos vezes Ffinamente crenadas, ocasionalmente
crenado-crenuladas, apice obtuso ou arredondado, algumas
vezes com um mucrvon curto ou largo, base agudsa, longo~aguda
ou cuneada, decurvente pelo comprimento do peciolo, no
secar verde, olivdceo-verde ou castanho-verde por cima, mas
palido por baixo, costa insculpida ou plana por cima, um
pouco elevada por baixo, nervuras laterails sub-obsoletas

até aparentes pory cima e por baixo, nio-pontuadas, peciolos

as VERES W pouco gibosos nx  base, 7-415-4F mm de

comprimento. Flovres unissexuadas en intlorescéncias
. . S i

fasciculadas, nascidas  sobvre lenho wvelho, de raebentos

totalmente flovrais, axilares nas folhas., A fTlovagio ocovre
de setembvo a dezembro, predominantements em outubvo (EDWIN
e REITZ,1767). Segundo o aspecto movfo-anatdmico do fruto =a

classificagde mais adequadsz seviza nuwcwldnio (GIRERTI,i97?).

2.3 DNISTRIRUIGCAD GEQGR&FICA
A espécie € mals abundante no interior de matas,

acompanhando a distribuicio deg Arawcaria angustifolia,

A

ocorvendo na vegifo centro-sul da  dmévica do Sul, sendo

mais fregqients na regifo das bacizs dos  vios  Uruauaid,

¢

Farand e Faraguail. & sua @rea tobal de distvibuicio esta

entre os paralelos 14 e 3% de latitude sul & os meridianos

1



9

4¢ e &5 de longitude oeste (ARANDA, 1986 citado por CUNHA,

19%0%Y)y .

*ARANDIE, D, Avea de distvibuicion natural de .la yevba-mate.
Miscelanea 14, 1786 Citado pov: CUNHA, §G.6G. Cultura de
embrifes de erva-mate ([lex paraguariesasis 6t. Hil.) "in
vitro© Forte Aleave, L9999, Sip. Tese, Mestrado em
Fotanica, Universidade Fedeval do Rio Grande do Sul.



3 REVISAD Dy LITERATURA

3.4 MICROFROF&GACAD

A micropropagagiao pode ser definida como um método de
PYOPAgaAGCan vegetativa baseada na multiplicacio de uma
planta in vitro (CHEE, i%¥84). 0 termo in vitro cobre uma

ampla. faixa de técnicas que envolvem o crescimento, sob

38

oz  de plantas, talis como

a1

condiciOes assépticas, de Org
brotagdes, ralzes ou embrides, ou mesmo a cultura de massas

de celulas nao organizadas ouw calos, células simeles  ou

protoplastos (WILKINS ¢ a7 .,1i985).

3.8 COLETA, OBTERCEZD FE DESINFESTACAD DOS EXPLANTES

A coleta do material vegetal deve ser feita de
preferéncia a partiv  de brotagies rnovas que z%o formadas
durante a fase ativa de crescimento da planta, na primavers

letadas no periodo de inverno

=}

¢ inicio do wverao. Gemas ¢
330 trequentemente contaminadas (SHIR e EREZ, 1986,
CHALUFE, 149841; McCOWN e McCOWN, 4{787).

£ condig&o fTitossanitdria da planta matriz &
importante na medida que ira determinar a facilidade de se
descontaminar o explante duwrante o isolamento. Mudas de wm
@ doze meses de idade oriundas de sementes  em  casa  de
vegetagio ou sob condigdes labovatoriais t8m se mostrado

PR

comn excelente fonte de explantes (CHALUFA, 178417,
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A4 contaminagio € um problema que tem dificultado'a
condu¢io de experimentos em fungio do numero reduzido de
explantes obtidos. 0Oz explantes mais comumente utilizados
para o estabelecimento de culturas lenhosas s30 as gemas
apicals € axilares (CHALUFA,19841). Esgsas gemas abrigam uma
variedade de microflora endogenz, incluindo bactérias e
fungos, que persiste mesmo apos os procedimentos
tradicionais de desinfestacidaon. € importante avaliar o grau
e a natureza dos contaminantes residuaais que escapam  da

eito um

i

desinfestagfo tradicional para que PpoOsSsa  Serv .
tratamento com Fungicida e/ 0 antibidtico adeguados

(HaLDEMaN =6 al ., 19873 . Tem sido bastante eficaz, com

diversas espécies, uma pulverizagio com solugdes de agentes
sistémicos como 0O Benomyl (Benlate, z20lUgao G, o0

(GRATTAFAGILIA e MQCHﬁD%, 1976 . Hal.DEMAN &6 af ., (1987
reduziram a taxa de contaminagio fungica de  brotagdes
apicais de Camellia sinensis = . Japonlica uvsando HRenomyl
nas concentracgdes de 1, 2 & 4 mg/1.

Estudos tem indicado que = multiplicacio de plantas a

partir de material adulto £ mais dificil de ser obtida

0,

quando comparada com mater{;i Juvenil {MEHRa-FaLTa e
THOHMFGON, 1987 ; REY ¢ MOGRINSKI, 4783). Segundo FHcGRANAHAN,
ODRIVER & TULECKE (i%87), entve a3 dificuldades em se
propagar material adulto estio =« alta contaminagio, o

crescimento lento € a excessiva formacio de calo.

Varias substénciss podem  sev utilizadas para {azger a
desinfestagio dos explantes. O mais comuns sio o etanol e

os  compostos & base de clovoe como o hipoclorvrito de sadio e

de calcio. Dutros agentes desinfestantes usados incluem o
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cloreto de mevcuric, o acido clovidrico, o© cloreto de

benzalcdnio e o peroxido de hidrogfnio. Ocasionalmente, s3o
citados, tambem acidos ou bases concentradas, o
mevrthiolate, outros tipos de alcool como o0 isopropanol €

lgumas substa&ncizas do grupo das bases quaternarias, como

i

os triquaterndrios de ambnio (GRATTAFAGLIA e MACHADO,
1990). A exposicic rapida dos explantes ao etancol 7@% tem
sido efetiva para ] desinfestagio dos explantes
(BONGA, 1985) . Enquanto que, McCOWN & McCOWR (19373
considevaram inefetivos ou desvantajosos pré-tratamentos
utilizando-se etanol.

As  concentracdes das solugbes desinfestantes podem
variar muito, assim como as combinacdHes dos Seus pripcipions
ativos € os tempos de exposiglo. 0 tamanho do explante € a

&

1
T

consisténcia do tecido =& ser desinfestado, isto &,
hevrbaceo ou mais lignificado orientam o tipo de assepsia a
sev utilizada (BOULAY, 1787).

Segmentos nodais de erva-mabe foram desinfestados em
umza imeveio de etanol 7% durante 4 minuto = posterviormente
em uma solugio comercial de &gua de lavandina (2% de
hipoclovito de =ddio) durante 2% minutos e fTinalmente
enxaguados em  &auwm destilada e gstervilizada (REY e
MOGRIKSKI, 198d).

dos de plantas lenhosos, o arau de

pae

Na cultuwra de tec
contaminagc®o  varia muito de ane parva ano, mesmo quando 0%

terial coletadn da mesma avrvore

';'J

explantes <30 obtidos de m
& na mesma epoca duvante viaries anos. Isso € provavelmente
causado pelos ciclos climaticos e Flutuwagdes em  outros

fatores ambientais (BORNGA, 1789).



3.3 ISOLAMERTO

Os cuidados a serem tomados durante a manipulagio dos
explantes nessa primeiva fase, 580 importantes para @
sobrevivéncia € posterior desenvolvimento dos mesmos.
Muitas espécids lenhosas contém compostos fendlicos, os
quais sao oxidados apds a excisio do explante, as
extremidades cortadas tornam-se escuras vapidamente € 0%
produtos de oxidaglo inibem o crescimento do explante e
freguentemente o levam & movrte. Esse escurecimento ocorve
com maior freqléncia quando esses explantes sio oriundos de
arvoves na fase adulta. Uma das medidas para se prevenir a

da

i
11
T

oxidagia ¢ mervgulhar os explantes em daoua deioni:

excisio (BONGE, 1932;

fat

evilizada imediatamente apos

.
-

&
CHaL.UF&, 1987).

REY e MOGRINSKI (i?88) wvevificaram que a maiovia dos
explantes de Ilex paraguariensrs 5t Hil. coletados de
arvores adultas oxidaram e que com sxplanies oriundos de
plantas com dois anos de iddade a taxa de oxidagic foi de
4¢%. Com o objetivo de veduzir & oxidagio, Toi adicionado
L-cisteina no meio de cultura € na  dgua  destilada e
esterilizada durante a lavagem dos sxplantes.

CHALUF&  (1987) recomenda =alguns procedimentos  parva
evitar a2 oxidaglo dos explantss recdm-covitados: @) &
colocagio em dgua destilada e esterilizada ror  algumas
horas ouw em wma solugio de antioxidantss; by incubagio no
escuro ouw em baixa intensidade luminosa; o) transferéncias
periodicas  pava wm novo meio de cultura; dy adiclo de

antioxidantes ao meio de cultura.



io

3.4 O0OETENGCADO DE RROTACOES HMOLTIPLAS
Os ©orgios diferenciados de plantas podem crescer em
cultura sem perdesr a integrvidade. A natureza do crescimento

que ocorve depende do tipo de estrutura que € cultivado €

do tipo de predeterminacio gengtica que as celulas
recebevram. Cada tipo de planta tem uma constituigio

genética caracteristica (gendtipo), as células nfo utilizam
todo o seuw potencial de informacio genédtica. Alguns genes
padem se expressar  continuwamente, mas outvos somente  &m
ocasides especificas. A expressio génica € afetada pelo

ambiente onde a celula se encontvra. Mudangas na vegulagio

it

génica gque persistem por um longo perviodo apds vemovidas a

condigOes de indu¢cio & que podem passar de wma cdlula para

f

rd

outra, BA0D ditas epigendticas. As quUE ooV Y Em
temporariamente em vesposta a um  estimulo & desaparecem
quando este € rvemovido, s3o fTisioldgicas. & determinacio &
um  fendmeno spigenéti Ns drgios das plantas podem ser de

dois tipos: &) Orgfos determinados— o0& gquais sHo destinados

a tey tamanho & formz definidos (Folhas, flores & frutos) e

O
51

b) oradds indeterminados-— onde W) crescimen
potencialments  ilimitado, como acontece com o merviste
apical de raizes e gemas (GEORGE & SHERRINGTON, 19847,

As  citocininas constituem o grupo de veguladores de
crescimento indispensaveis para estimular a multiplicagio.

Segundo  CHaLUFREa& (19373 das citocininas testadas (Cinetina,

benzilaminopuwrina (BR&FY, isopenteniladenina (2ifF) @
Zeatina) o BAF Toi & citocinina mails efiC&: para PYOomOvVeET a

multiplicaglo de diversas espécies lenhosas.
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0 regulador B&F  induz a +ormagio de grande numeve de

brotagoes, enquanto cinetina e EiF permitem apenas o
crescimento novrmal Sem brotagdes multiplas (HU €

WANG, 1983) . HASEGAWA (198@¢); WEEER VILLALOROS (41987)

g]

tambem wverificaram maior eficiéncia de EBAF em relacio 32
outras citocininas. REISCH (1i984) em estudos com quatro

genotipos de ¢ifis, obteve melhores resultados com o BAF,

mas cada genodtipo respondeu diferentemente a mesma
concentracio. Fara algumas especies  as concentragoes

fetivas de B&F sBo baixzss (9,8-1,9 mgsl) mas muitas

im

~

cupécies necessitam de concentracdes mails sltas (CHALUFPA,
1987

Ds meios de multiplicagfo podem ainda conter baixas
concentraches  de auxina. As mais fregusntemente utilizadas
sio o acido onaftalenoacético (ANAY e dcido indolbutivico
(ATEBY, que podem  sstimulay o orescimento (CHALURFA, 19673
Entretanto, em um arande numere de casos & citocinina

somente, & suficisnte para uma taxa de multiplicacio

gsatisfatoria (BHOJWANI € RAZDAN, 1983). WEEE = VILLALOEOS

(1987) constataram em coniferas melhores vesultados na
multiplicac&o gquande utilizavam soments citocinina. Em

ol

erva-mate o0s melhores resultados foram obtidos no meio HE +
@,0i wmasl Allk + 3 mg/sl 2iF, com 486% dos dpices formando
brotagoes (REY e WMIBRIRSKI, 1783).

0 efeito dos veguladores de crescimento pode ser
gignificativamente modificado pelo [ Lo de cultura

utilizado (BORNGA, 1¥85; McCOWN & SELLKER, 1FB7). A

interacgio =ntre auxina e citocinina na indug&o de brotagdes

pode  ser afetada por: al 0s niveis de reguladoves de



~

tee
crescimento endogenos podem ter efeito inibitovio na
OVJRNOGENESE ; b) as condi¢does de cultura, envolvendo

fatores nutricionzis e fisicos (DODDS e ROBERTS, 4982;
MINGCHA&, 1987).

JOHN e HMURRAY (19841) citados pov JOHN e WERE (1987)%
constatarall que ao se subcultivar segmentos apicais e
segmentos axilares de Ficea sifchensis o desenvolvimento
era diferente, & taxa de multiplicacio de segmentos apicais
era maior gue a taxa de segmsntos axilarves. HASEGAWA (4977
também verificou gue &pices de roseirva apresentavam maior
capacidade de multiplicagdo quando comparados Com  gemas
laterais.

As  taxas de multiplicag&o dependem do ndmeveo de
subcultivos (SOHMER e WETZSTEIR, 4987y, OCHALUMS (4987

o
verificou em Salix alba que a formagRo de brotosz multiplos
ocorrew apods a  terceira transferéncia para o 0 wmeio  Woody
Flant Medium (WFM) com @,&8~1,0¢ mga/]l de EAF.

A Exposigio & diferentes reguladoves de crescimento
provavelmente did  inifcio & uwuma sequéncia  programada  de
eventos na célula, gque rvesulta na reagulagio do padrio de
divistes celularves que conduz & Formacgio de raizes ou

e

AEMAS . A& fungio dos reguladoves de  Crescimento na

it

A

movfogénese pode tery as seguintess  cavactevisticas: 1) 0
efeitos dos rvreguladores de crescimento nio sfo especificos

{por

em muitos casos .o Alguns rveguladores de mesma cls

!

BIOHN, & ; FMURRAY, oW, Micropropagation of Sitka spruce.
In: Froc. IFRO Sect. BRe15. Int. Workshop "In Vitvo"
cultivation for tree species, Fontainebleuw, i981i, p.o%-

?@. Citado por.: JOHN, o WERE, K..J. Sitka spruce
(Ficea sitchenses (BONG.)Y CaRR.)» In: BONGA, J.H.;
DURZAN, D Jd. Cell and tissue culture in  Fforestry.

Martinus Nijdhofd Fublishevs, 1987, . BO-41 .
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exemplo, auxinas diferentes) podem elucidar vespostas

mor fogeneticas diferentes em um dado tecido. &) Algumas
respostas  mor fogenédticas s8o causadas pela  combinacio de
dois ou mzis reguladores em certas concentragdes,
entretanto, outras concentragtes dos mesmos reguladores
podem nio ter 0 mesmo efeito ouw ter wm efeito
qualitativamente diferente. 3) Existe uwma fase lag de
alguns dias até uma semana entre o tratamento com os
reguladores e a resposta movfogendtica nas culturas de
ceélulas de muitas plantas. 4) Em muitos casos, uwm
tratamento sequencial com mais de um rvegulador € mais
efetivo na indugdo da morfogénese do que uwum tratamento
simult@neo com 0s mesmos veguladoves. 9) Muitos reguladoves

o rapidamente metabolizados €1 Componentes

B4
ik

fisiologicamente inativos. &) Muitos veguladovres ndo causam

diferengas aqualitativas nos processos de transcrigio e

tradugio em sistemas isolados, entvetanto, informagies
nessa area sio escassas ateé o momeEnto. 7)) A sensibilidade

das células da mesma planta ou de células gue crescem em
cultura wvavia significativamente de tempo em tempo com oi{s)
mesmo(s) reguladovr(es) (MINOCHA, 17873

dltas concentragdoes de FBAF podem induziv a formagio
de rosebas.  SOMMER e WETZSTEIN (19287) constataram  em

Liguidambar styraciflua que brotagdes que pPermaneceyam na

Forma de  vosetas N0 envailzaram. BalL CLees) tambem
verificou em Seguola qug  apds dois ou Eryés meses &m neio
e multiplicagio, as brotagoes apresentavam—saeg como

0

Fesas brotagdes alongsvam apds  serem cortadas e

introduzidas em meio sem citovinina & contendo carvio
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ativado e auxina. A adig3o de carvio ativado (©9,1-1,0%) no

meio de cultura tem se mostrado benéfica duwrante a
multiplicagdo (THORFE e FATEL, 1984). 0 carvio ativado tem
sido util nessa fase em Ffungio de su’a capacidade de reter
concentracdes excessivas de reguladores e compostos tdxicos
que inibem & - morfogénese CFRIDEBORG «=¢f alz., 1978). CHALUFA
(i787) obteve com Castansa safiva um grande numerc de
brotagdes multiplicadas em meio contendo 4i-2 mg/1 de EBAF,
porém essas brotagSes nHo alongavam. Concentragdes de RaF
entre ¢,i = ©,5 mg/1 ryesultavam na multiplicacio e
alongamento dessas brotagdes. KRIKORIAN e K&NN  (i987)
avaliavram a interagdo entre carvio ativado & B&F no modo de
crescimento de Sapeium. Os subcultivos em meios com altos
niveis de BAF ocasionaram & necvose € a perda das culturas,
o

mas quzndo estas foram transferidas para um  meio onde a
propor¢io de BAF foi mais baixz com rvrelagio & propovgio de
carvio ativado, o escurecimento foi minimizado.

GNDERSON  (1984) constatou gue muitas culturas de
Rhododendron tornavam-s= clovoticas ou morriaw nos segundo

e tervceiro subcultivos no meio 5. REY e MOGRINSKI (i986)

verificavam em erva-mate que apds o0 segundo subcocultivo em

1]
Ui

MEe1o 1S ou  MS/7B, que as brotagdes pararvam de Crescer €
Tolhas adauivivam uma  colovacio maviron, enguanto Que  no

meio HM5/4 as brotagdes continuaram crescendo lentamente.

tm aumento nas concentragoss de citocinina  pode
resultar enm  anormalidades mor fologicas, oMo folhas
mal faormadas em Segonia CFONNESHECH, 1974 . WIECHETECK

(159¢) wvevificou em Eucalypbus viminalris que concentragies

mais elevadas de BaF mostravam-se prejudiciais para &
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qualidade das brotagbes. Sob tais condi¢les verificou—-se um
maior numero de brotagdes com tamanho reduzido € atipicas
com folhas tdrgidas, arredondadas e entumescidas, gemas
miltiplas n&o desenvolvidas e ocorréncia de gemas no afFice
de hastes espessas.

A vitrificacio € uma desordem Fisiologica gque afeta
freqiientemente plantas durante a propagacdac vegetativa in
vitro. Geralmente os caules de brotaghHes vitrificadas s3o
ESPESSOS = transidcidos; as folhas sd0 SEPESBAS,
snrrugadas, encuwrvadas &  fregientemsnte muito alongadas e
quebradicas (KEVERS sf aif., 198B4; VIEITEZ ef &i., 1985,

FASGUALETTO e¢ ai., 1986; GABFAR &f af ., 1987; EOTTCHER e¢

Em muitos casos, folhas witrificadas ndo possuem
tecido paligadico, masg somente tecido lacunosocoem grandes
ESPagos intercelulares e muitos wvacuolos. &z TfTolhas

picuticulares & de

H
-t
o
i
D]

apredsentam  menor iLncidéncia de sain
uma forma descontinua e poucos estdmatos quando comparadas
com  folhas novmais. Entvetanto, o0s sintomas de vitvificagio
podem ndo ser 0s mesmos em todas as plantas (GASFAR ef al.,
i¥87. & deposicio das estrias epicuticulares HAD
significativamente diferentes em espessura € na conposigio

em  folhas vitrificadas quando compavadas com folhkas novrmais

-3

(ZIV, 1991 .

3.5 ENRSIZAMENTO

FiS percentagens de enrailzamento aumentam com &

P

vais o no o mein de cultura.

E13

redugio  das concentragdss  de

Embora as variagoes sedam indmeras conforme a eseécie € 0
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método de enraizamento, diluigles de 172, 1/3 & 4i/4 d=a

concentragdo salina do meio de MURASHICGUE e SKOOG (MS) sio
frequentes nessa fase (HASEGAWA, 198¢; RURGUER et =al, 178%;
CHALUFA, 1987; REY € MOGRINEZSKI, 1988) . Formulagdes
originalmente mais diluidas como Woody Flant Medium (WFM)
tém sido mais eficientes na formacio de raizes do que ©
meio M5 (CHALUFA, 1987). HMesmo na presenca de auxina, altas
concentragBes de sais tendem & inibir todas as {fase de
envaizamznto, mas particularmente @ de crescimento das
raizes (GRATTAFAGLIA & MACHADD, 199¢).

A formacldo de raizes € estimulada pelazs auxinas, € as
mais Freqlientemente utilizadas sZo AIE e ANa  (CHALUPA,
17687; OGRATTAFAGLIG & MACHADD, 179¢). REY e WMOGRINSKI (41988)

aram uma taxa de S€¥% de envaizamento de brotagides de

<
n
-
sty
wl-n
!"'l

erva-wate obtidas din wvitro quando foram assepticamente

tratadas com 10¢ mg/1 de ARG durvante 4 horas £ em seguids

cuitivadas em HS5/4. Fara algumas espécies lenhosas, COomo
Frunus avium =& Lasfanea sativa, o snraizamento tem sido
propostc em  duas  fases: indugan e  desenvolvimento das
raizes. @s raizes s50 induzidas  em um meio de cultura com
altas concentragoss de AU INRS & posteriovmente ]
alonrgament o das raizes se dd& em um meio sem  auxina

(CH&LURA, 1987y . Com as cultivares Mo, Intosh e Delicious
de macigiva, LAHE (4%78) induziu o envaizamento =m meio

M3/2, contendo & mg/1l  de ANG . Apos quatro  semanss,

2t

R

foram

m

formaramn~se muitas raizes € pouco calo. éAs brobtag
trapsferidas  pavs um weio sem  veguladores de  corescimento

durznte btrés semanas, para o desenvolvimento das vaizes.

RIEBaAS  (1?794) obteve com macieiva, 75,24% de enrvaizamento &
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uma media de 7,9 vaizeeg por brotagiu em meio de inducio
contendo @,2 mg/1 de AIE durante & dias e apds esse
peviodo, as brotagdes foram transferidas para o meio de
desenvoeolvimento por um periodo de § dias.

0 estimulo para & formagloc de raizes adventicias €

acionado pela auxina e a concentracio necessaria para tal &

maior de que a que determina o alongamento da raiz (BONKNER

~r

e  GALSTON, 1%973). Segundo JAMES e THUREON (41979), o AIE
exercen  um efeito inibidov no alongamento das railzes, sendo
que a presenga continua de  auxina contvibuiu para veduzir
significativamente o numero de valzes produzidas. GRALH ¢
&l (1988 trabalhando com estaquia de erva-—-mate,

verificaram gque o uso de AIF em wuma concentragio mais

avada (19.000 ppm) nio foi bendfica ao envaizamento. Esse

T
i

efeito Ftoil mais wvisivel para as secgdes apical & basal das
estacas onde foi observada uma vredugdo do envaizamento, em
relagio & concentvaglo de 2.90¢ ppm. Istu sugere  gue =
utilizagio de uma concentrag&o excessiva de AIR fpode set
boyioa para & iniciacgio e desenvolvimento do sistema

radicial dessas estacas.

U  grvande numero  de diferentes especies tem
Enraizado mais rvapidamente quandoa  carvio ativado €

adicionado no meio de cultura posterior a indugfo, ou sejs,

na etapa do desenvolvimento das ralzes (GEORGE &
SHERRINGTON, 1984; GUFTA e HMASCaRENHAS, 1987 . Seaundo

CHALLUMS (493872, as maiores percentazgens de envalzamento de

i

Casfanea safiva foram obtidas aguando as brotagdes 1OV &

£

colocadas em meio HMS/2 + 3 mgsl de AIER pov 48 dias & apd

i

eaae reriodo, as  brotagdes foram transferidas pava um meio
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sem auxina € na presenga  de carvao ativado. Também para

Acer pseudorlatanus e Quercus suber a utilizagio do carvao
ativado melhovrou as taxas de envaizamento. &s concentiragdes
de carvido ativado utilizadas nos meios de culturz variaram
entre ©@,1i e &X. 0 carviao ativado simula a condigio de
escuwro  no qual as ralzes normalmente se desenvolvem melhor,
e também tem efeito diluidor? retendo parte de todos os
elementosz que compdem o meio de cultura, absorvendo o

EXCESSO de AlIEB e compostos toxicos inibidoves do

B

savailzament o (SNIR 2 EREZ, 198@; GEORGE & SHERRINGTORN,

1784; GRATTAPA&GLIA, 199€).

3.6 DESCRICAD COMFARATIVA DA SUPERFICIE FOLIAR

A peculiaridades que distinguen as plantas
pertencentes ans diferentes habitats evidencian-—se

acentuadamente nas {folhas (ESAU, 1974; NAFFP-ZINN, 1954.88;

CUTTER, 41287).

WETZSTEIN g SOHHER (1962 em seu trabalho com
anatomia foliar de Ligquidambar styracifliua duvante =
aclimatizagio, constataram a infTludnoia dos fatores

ambientais na anatomia fopliar.
fipesar  da moviologis da cubticuls  ser  vesultado do

controle genetico, & configuragio, distvibuigfo e tamanko

das gatviasg epicuticulares P BET modi Ficadas
significativamente pelas condigdes ambientais (BAKER,

1788y, Flantas que crescem em umidade velativa alta  tém
ggtrias epicuticulares pouco desenvolvidas (SUTTER e
LANGHANS, 1979, EBRAINERL, 1761, WEITISTEIN e SOMMER, 190d;

SHITH o6& &5, 1986) . Estudos mais recentes indicaram que a
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estrutura cristalina das estrias epicuticulares em folhas

de plantas micropropagadas eva significativamente diferente
das folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacio
(FREECE e SUTTER, 19%1).

Flantas cultivadas 1in vitro desenvolvem células
epidérmicas com paredes anticlinais sinuosas, o gde n&o
ocovre em plantas que crescem natwralmente ou em casa de
vegetagiao (WETZSTEIN e SOMMER, 1983). Essas modificacdes
anatOmicas, podem ser conseqiiéncia do confinamento, alta

umidade g intensidade luminosa velativamente baixa do

tr

ambiente de cultura, e tambeém podem ser comparadsas  as

nodificagoes gque ocorvem entvre folhas de sol e +olhas de

zombira (SHITH &8 al, 1934). SOLEREDER (1908 afirmzs que
celulas epidérmicas com paredes anticlinails curwvas  ou

sinuosas si%c  encontradzs  especialmente  em  espécies gqus

crescem  =m habitat umido, enquanto gue células epidévrmicas

38

com paredes anticlinails retas 8o comuns em  espécies que
ocupam uwum habitat seco. MERUVIA {19995 constatouw a partir

de comparagdes com  Ffolhas de sol & Folhas de  sombra  de

Colubrina glandulosa, aue as  paredes anticlinaids das
celulas epidérmicas abaxizis das folhas de  sol  siEo

levemente <curvas enquanto que as das folhas de sombra sio

marcadaments sinuosas.



4. HMATERIAL E HMeETODOS

4.1 MEIOS DE CULTURA

0s meios de cultura utilizados foram o de MURASHIGE =
SKOOG  (4968) preparado segundo VASIL e HILDEBRARDT (176467,
referido como meio M8 e o de LLOYD & HMocCOWN (19815,
referido  como WRFHM. @&z composigies dessas formulagbes sio
listadas na Tabela 1.

Em todas as tases o0Os meios de cultura  Foram
preparados  com Agua  deionizada. Apds o prepavo © antes da
autoclavagem, o pH dos meios de cultura Tovam ajustados em
5,7 com HaOH iR ou HC1 4N,

O0s meios de cultura foram distribulfdos em tubos de

ensalo com capacidade  para 4¢ ml (2¢ mm de difdmetvo e 156

mm  de comprimento), com 8 ml do meio de isolamento em cada
L . Nag demais fases ntilizou-se frascos com capacidade

oy

para ci¢ ml (40 mm de difmetvo & 85 mm de comprimenta),
foram colocados 3% wml de meio pov frasco. Os  tubos de

i

ju]

ensaio fToram vedados com papel aluminio, € os frascos, ¢

code polipvopileno resistentes a albtas tempevalturas.

B
11
o]

a

Pa

~

£

U meios de cultura foram autoclavados sob pressio de

T

1,9 atm & tempevatura de i2¢9°C, duvante 260 minutos.
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Tabela 1. Composicldo do weioc de celtara HPH (1981) e NS (1962), preparade segundo UASIL

e HILBER RAKBT (1966).

WPH HS
Corponentes concentracles

KHali03 4¢a, ea8 1656, 6a8
Ca(fl3)2.4H20 356, €68 -
Kil3 - 1968, 688
Callz.2H20 96,688 448,858
HgS04.TH20 378,888 378,658
KH:F04 178,668 176,888
K:504 996,808 -
#n%hs.44:0 22,368 22,382
ZnS04.TH G 8,660 8,662
H3B02 6,268 6,268
Cu8la. 30,0 8,258 €,825
HazHolls. 270 6,258 8,258
FeS04.7H:0 27,858 27,858
Ha:EBTA 37,258 37,258
Ki - 6,838
CoCla.6H0. - 8,825
Tiasina 1,888 8,568
Firidoxina 2,568 8,388
&C. nicotinico 8,368 €,588
Hio-inositol 1es,es8 163, ea8
Glicina 2,858 2,888
Sacarose 38.888, 888 38,885,828
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4.2 CONDICAES AMEIENTAIS DAS CULTURAS

Nas fases de isolamento do material vegetal,
miltiplicacdo e enraizamento, as cultuvas foram mantidas em
sala de incubagio, s0b controle de fotopeviodo,

luminosidade € temperatura. 0 fotoperiodo foi de 16 horas,
sob a intensidade de 20600 lux, fornecida por lampadas

fluorescentes branca-fvriaz e “Sylvania” GRO-LUX F4e/i2. 0Os

fubos de snsaio e frascos com as culturas foram mantidos em
prateleira =a 35 cm de disténcia das 18mpadas. & temperatura

ambiente mantida em 85 £ peg

4.3 FORTE DE EXFLARTES

o N

a4 Tonte de explantes utilizada +foi um tote d

S0

1]

mudas  de JTlex paraguariensis St Hil. com dois anos de
A

idade, procedentes do viveiro de Le&o Jr. 5.6, no Municipio

de Teixeira Soares-FR. &s mudas matvrizes fovam plantadas em

.

ticos em casa de wveogetagBo climatizads, modelo

i

ZaCns  ple
Van der Hoeven, instalada no Setov de Ciéncias Aararvias da
Universidade Fedevral do Farvana.

g mudas receberam spulverizagoes SEMANALS com
fungicida BERLATE (BFenomyl) naz concentyacio de 2 g/1 por
aplicag&o durvante todo o periondo de coleta de explantes, no

ano de 1990

4.4 DESINFESTACAQ E ISOLAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

fa hbrotagdes colestadas e=m casa de veagetaglo Fovanm
cortadas e as folhas Fforam retiradas. As brotagdes foran

entio lavadas em dgua com detevgente & enxaguadas.



o
0 agente desinfestante utilizado foi o hipoclorvito g;
sgdio (NaOCl) nas concentragles de 5, 10 e 15% (5% de cloro
livre) com diferentes peviodos de exposicio As soiuctHes (i@
e 4195 min). Nas solugBes de hipoclorito de sddio foi
adicionado o adesivo espalhante Tween 2¢ na concentragio de
€,01%. Fosteriormente, em camara de Fluxo laminar,
procedeu—se @& lavagem dos explantes em dguas deionizada e

terilizada por quatro vezes, permancecendo os explantes

imersos em agua deionizada & estervilizada atd o isolamento.
No isolamento, as brotagoes foram corftadaz  em

Y

segmentos apicais & medizanos com  aproximadamente 3 om, €

introduzidos individualmente em tubo de enszio contendo o

meio basico M5, Em seguida, o0s sxplantes foram transtevidos

para =& sala de incubsgilo. Eese sxpevimento foi vealizado no
o
meEs de  setembro, fovram witilizados 76 explantes  por

tratamento. Apds 4 semanas foram avaliadas as pevoentzgsns
de sobrevivéncia,  oxidagfo & contaminagio pov  fungo =
bacteria fitraves de testes preliminarses vealizados wo

, vevifTicou-se sey a  primaverma o melhor

td

longo de 2 zano

periodo para o isolamento dos explantes.

4.5 OBTENGCE0 DE BROTACGES MUOLTIFLAGS
Com o objetivo de encontrzar wm meio £7icaz para =

tabelecidos trés

obtengio de brotagdes miltiplas, fovam
experiment os diferentes. s esxplantes ubilizados  Toram

e de disolanento & que apresentavam

11

brotagoss  oriundas da fa
de £ a 3 cm de comprimento
0 primeiro expevimento consisitiuw  dos seguintes

tratamentos . Ti= WFHK; 2= MO T3= WPMY? mos1 de 2iF; Ta=
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MS+2 mg/1 de BiF; T9= WFM+E ma/]1 de Zeatina; Té6= MS42 my/l

de Zeatina; T7= WFPHM+2 mg/l1 de BAF; TB= HMS+C mg/1 de ERAF.
Foram utilizados segmentos apiczis, & o numevo de
amostras wvariou entre 15 e 3@ explantes por tratamento. A
taxa de Dbrotagdes miltiplae foi avaliada através da
contagem do numero de brotacdes aproveitaveis por explante,
apos wm més. Foram considevadas aproveitaveis as brotagbes
com medidas de comprimento igual ou superior a @,5 cm. As

icas da multiplicag®o foram feitas pelo

lasl

is

1Y

A
rt

avalizagtes esta

teste de Comparagoes miltiplas de Kruskal-Wallis (KW,

No segundo experimento, Toram avaliados trds
subcultivos no mMesSmo meio de culturs. Os explantes
utilizados foram segmentos sub-apicais. { numero de

amostras variouw entre 15 e 48 explantes por tratamento. Os

Ty I

tratamentos empyvegados Foram: Ti= WFK+2 mg/ 1 de BaF; To=

MG+ mas1 de BaF,; T3= WFM+2 masl de BaF+9,80 ma/1 de HIE;

T4= HM5+2Z mg/l de B&P+@,05 mg/1 de  alk; TOH= WFM+2 mg/1 de
BAF+9,2¢  masl de albB; Té=  FHS+E mgs/l  de BaF+0,8¢ wmgsl de
AIE;  T7= WPM+2 -mg/1 de BaF+6¢,3¢ mg/l de ALLR; T3= MS+E mg/l
de BAF+@,306 mo/l de AIE.

fis culturas foram avaliadas apos 3¢, 49 ¢ 7@ dias de
incubagao com relacgio ao numevo de brotagdes militiplas e
aproveitaveis por explante. As taxas de multiplicacio foram

avaliadas pelo Teste de Kruskal-Wallis (KW & =mnalise de

aiy
=]

FEgresss

Testes preliminarves demonstvravam um melhor aspecio &

desenvalvimento das brotagdes nos meios de  culturs  na

presenga  de carvio ativado. Apds o tevceivo subculbivo em

T

pieio de multiplicacio com BAF, uma grande pevcentagem de
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[
brotagcoes apresentavam-se atipicas. Ievido @ eSS ES
resultados, fo1 realizado o) terceiro experimento,

empregando~se baixas dosagens do regulador de crescimento
BaF e a utilizagio do carvio ativado, visando-se a obtencio
de brotagdes multiplas & com um bom desenvolvimento.

25 e 4¢ explantes

]

0 ndmero de amostras variou entr
por tratamento. Os tratamentos foram o0s seguintes: Ti=
WFHM+@¢,S% mg/1 de EaAF; T2= H5+@,5 mg/s1 de BAF; TS=WFH+0,5
mg/1l de BAP+1 g/1 de carvio ativado; T4= MS5+¢,5 ma/l de
BAF+1 g/1 de carvdo ativado; T5= WFM+1i ma/s1 de B&F; Té=
ME+1 mg/1 de BaAF; T7= WPHM+i mg/1 de BAF+L g/l de carvio
ativado; T8= MS+i mg/1 de EBAF+1,@ a/1 de carvio ativado.

Foram utilizados segmentos axilaves € as cultuvas

foram avaliadas apos 30, &@ e 76 dias de incuba¢io no mesmo

meio de cultura, com relaglo =o numsvro  de  byotagdes
miltiplas &  aproveitaveis por  explante. fis  taxas de

multiplicacio foram avaliadas pelo Teste de Kvyuskal-Wallis

(KW) .

4.6 EHRHR&IZAHENTO E TRANSFLANTE Das HUDAS
fs  brotagoes utilizadas como explantes nessa fase

apresentavam comprimento variavel entve 2 & 3 cm, {oram

1]

obtidas da fase de multiplicacio. As brotaches tiveram as
extremidades covtadas em Torma de cunha.

Testes preliminarves, utilizando-se on meios MS & WPH

1
"

i
i
!

com variaghes  nas concenfragdes  dos BRIG minerais,
denmonstraram  gque WRFMA78  pryopovoionou maiovr perosntagem de
enraizamento. Em fungdo desses resultados, esse expervimento

Ffoi vealizado utilizando-se o meio WHFMAZ, vaviando-se  as
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.
concentracoes de AIEF (6,3,4 ¢ S mg/1) e ao final de 3¢ dias

"

foi avaliado © envaizamento. Nesse experimento, também Toi

realizado o envaizamento em duas Jfases, que consistiu de

o

dois meios de cultura, ambos WFM/Z. Na primeira fase (meio
de inducdo) foi adicionado ¢,3,4 & 5 mg/1 de AIE & no
segundo (m=io de»desenvo]vimento), foi acrescentado ao meio
basice 1 g/1 de carvio ativado. fAs brotagdes foram mantidas
em meio de indugio duvante {2 dias e depois transferidas,
para o meio de desenvolvimento pov um periodo de 18 dizs.

Em cada tratamento empregaram-se % explantes. fs

.

catatisticas das peveentagens do envaizamsnto

el

avalizagoe

ut

foram feitas pelo Teste de Kruskall-Wallisz (KW) & analise

de wvariancia com sstudo de regressio por meio de polindmios

ortogenais. Foram ainda avaliszsdos o numero médio de raizes
o

T

por explante.

)

fis brotagles foram vetirvradas dos frascos de meio de
enraizamento, apos 30 dizs; as  raizes foram  lavadas  com

agua € cortadas, quando ultrapassavam § cm de comprimentao.
flgumas folhas também fovam cortadas .

foi feito em bandejas de semeadura com

oy
U]

0 transpian

~

terra, e as mudas Fovam ivvigadas diaviamentes, ate 4 verss,

It

I

durante os 7 primeivos dias. Esse procedimento  {oi

realizado em casa de vegestagio modelo Van der Hoesven .

4.7 DESCRICHD COMFPARATIVA DA SUFERFICIE FOLIAR

Gbheservagoes realizadas durante a Faae de
multiplicagio (presenca de Ffolhas atipicas)  levaram a umz

descriglo comparativa da supevyficie foliar.
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0 material botanico utilizado para a descrigio
comparativa da supevrficie foliar de Ilex paraguariensis 6t .
Hil. foi baseado em amostrasz de plantas cultivadas em casa
de vegeta¢&o, amostras de plantas cultivadas in wvitro
normais € ainda amostras de plantas cultivadas in  vitro
mas, qQue sE apresentavam atipicas (folhas nio
desenvoliwvidas, espessas € quebradigas).

0 estudo foi realizado a partiv de folhas adultas,

1 ~

provenientes do quarto nd, contando do apice em divegHo &

base. As amostvas foram fixadas em Farmev—-Carnoy modificado

BERLYN-HIKSCHE (19763, ouw seja, em solugio de alcool
Pl

etilico 3:1 dcido =acético glacial, durante 24 horas,

em alcool abzoluto a cada 2 hovas.

0
W

seguida de 3 troc
0 material foi ent&o desidratado via ponto critico de
Clge no equipamento Ealzers CFD-6106, a seguir, o matervial

submetido & metziizagio

i

foi montado em  suporte mstalico
em equipamento Falzers Sputtering HCH-@36. fis amostvras

foram examinadas e fotografadas ao microscopio eletrdnico

de varredura SER 85 Fhilips. Todas essas etapas  foram
realizadas com equipamentos peviencentes mo  Centvro  de

Microscepia Eletrdnica da Universidade Fedeval do FParang.

descrigiao do wmatervial & nivel de micvroscopia optica

>

foi realizada a partirv de covies paradérmicos, diafanizzados

zm  hipoclorito de sddio 20%, lavados, em sesguida corados

it
1Ty

com  vermelho congo. A montagem de 18minas semipsrmanentes
foi Teita em  glicerina 9S0% entrs  lémina =& laminula &

vedados com esmalte sintético incolor. Os desenhos Foram

executados em microscopio  fotdnico Qlympus CER com auxilio



pul
8
de camara clara. fic escalas  fovam projetadas nas mesmas

condigOes em que foram realizados os desenhos.

Fara a classificagiao dos estomatos adotou-se a

terminologia de METCALFE e CHALK (i959).



S. RESULTADOSZ E DISCUSSA0

5.4 DESINFESTACAO DD MATERIAL VEGETAL

1.4 Contaminacio

i}

A imersfo dos explantes durante 15 minutos em solugio
de hipoclorito de sddic = a9k, foli o tratamento mais
efetivo, vesultando em uma pevcentagem de contaminagio que
foi de 14,2 para bactéviaz e 95,7% parzn funaos. Esses
resultados s&o similares a@os verificados pars o periodo de
exposicio de 10 wminutos com & mesmax concentragio  de
hipoclorito de sddio (Tabelx £2).

Nz mesma tabela pode-se tambem observar, uma
tendéncia de maior contaminagio dos explantes para  0s
menores peviodos de exposicio ao  hipoclorvito de sddio. Os

fratamentos com 1€ = 15% de hipoclorito de sodio duranite

minutos de exposicio vesultaram nas maioves peveentagens de

>
L

contaminagio comparativamente aos periodos de 10 e
minutos.
finda de acorde com & tabela @ & possivel verificar
que, em todos  os tratamentos a2 contaminagio por bactérias
s N

foi maior com  relagfo & contaminagfo fungica, isso podevia

ser  atvibuido ao uwso do Ffungicids BERLATE (benomgl) durante

s

todo o periodo  gue antecedew  an isolamento. HaLDEMAN  &f¢

al . {i987)y tambeéem reduzivam =& taxa de contawminagio Fungica

’

em famellia sinensis & Camellia jJaponica usando benomyl.



Tectes preliminaves realizados @ao longo do  ano,
demonstraram variagoes muito grandes das taxas de

contaminagido em funglo da £fpoca do ano. Varios experimentos
efetuados durante o inverno vesultaram em até 109% de
contaminagdo. 0Os melhores vesultados foram obtidos durante
a primavera que € a fase afiva de crescimento da planta,
reduzindo dessz Forma o tempo de contato aos agentes
contaminantes. A primavera como melhor periodo para o
icolamento 'de espécies lenhosas €  tambem confirmada por
SNIR e EREZ (1980), CHALUFPA (i98681) & HMcCOWN e HMcCOWN

(19871 .

THEELA 1. Efeito da concentracdo de lipoclorito de sodio & periode de exposigdo na desinfesta
¢do de explantes nodais de Jlex paraguariensis 5%, Hil., darante o wés de seterkro,

bro
Tratazentes Hall0 pericio_de contaminacac oxidagao sohrevivéncia
exposiGac kacteria fengo

) (nin.) () (%) 0
1 16 3 42 11,4 1,4 47,2
H 1e e 24,2 7.1 2,8 5,9
3 1 13 17,1 7.1 .1 68,7
& 15 3 35,7 18 1,4 32,9
3 15 16 13,7 5,7 3,7 72,9
& 15 i5 14,2 5,7 11,4 68,7
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5.1.2 Oxidaciao

# imersio dos explantes durante 15 minutos em solucio
de hipoclorito de sodic a 1i5% provocou a maior percentagem
de oxidagcZ%o (11,4%). As menores taxas de oxidagio (1,4%)
foram obtidas com os tratamentos 1 € 4, onde o tempp de
exp0Osi¢ao ao hipoclorito de sddio foi menor, ou seja, 5
minutos .

em

w

Apds & desinfestagio, os explantes foram imerso
agua deionizada = esterilizada & fovam introduzidos em tubo
de ensaio rapidamente apds sevem cortados, reduzindo dessa
forma o tempo de contato com o ar. Essas foram medidas que
certamente reduziram  os pevcentuzais de oxidacio nesse

trabalho.

1

Esses resultados sio distintos dagqueles obtidos porv

L!i

REY e MOGRINSKI {4938) que verificavam uma zlta pevcentzgem

,

espeECie, oViundos

Lii

o (48X)

aig
i
Js

de oxidag ] »plantes desss

tambeém de mudas de 2 anos de idade, gqus fovam desinfestados

em uma solugfo de etanol Je%  durante i minuto e
posteriovments em  uma zolucio comercial de dagua de

lavandina (¥ de HaOCl1) durante 285 #minutos. Em testes
areliminares, observou-ss um  aumento das taxas de oxidagio
dos explantss guando ge  utilizava concentragoes de

hipoclorito de sodic além de 159%, & também, gquando o
peviodo de exposigio ao agente desinfestante eva maior que
19 minutos. Isso pode ser  explicado pelo  Fato de  gue o
agente desinfestante pode danificar os tecidos do explante,

PYOVOCAaYr a oxidacRo e morite do  mesmo. & utilizagio de

gtanol F@¥ durants 1 minuto como um pré-~-tratzmento pava a
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desinfestagioc , também, aumentou as taxas de oxidacio € n
diminuiu a contaminacio.

As menoves taxas de oxidacio estfo associadas &s
maiores taxas de contaminacic. Isso pode ser atribuido &
utilizagdo de concentragdes mais baixas de hipoclorito de
s6dio ou aos menoves periodos de permanéncia na solugHo
desinfestante. Esses tratamentos n&o causaram injurias aos

tecidos, no entanto, foram ineficazes para a desinfestacho.

5.1.3 Sobrevivéncia
0s melhores resultados quanto a sobrevivéncia dos
explantes, Tovram apresentados pelos tratamentos que

utilizarvram i€ ou 15X de hipoclorito de sddio durante o=

"

maioves peviodos de exposigio (18 & 15 minutosy, com
valores percentusis muwito proximos (72,9 = 66,7%) contforme
a Tabela &.

eficaz foi o0 gual utiiizouw

0 ramentoc meno

Lt
"
o
¥
i

-

hipoclovito de sddic a 16% durante 9 minutos, onde obteve-

<3

s€ uma  taxa  de  sobrevivéncia de 47,2Y%. s taxas de
sobrevivéncia estie divetaments rvelacionadas s taxas de
contaminagio, visto qus 08  explantes contaminados foram
considerados como explantes inadequados parz  as  demais

= in vitro. A oxidagio dos explantes nfog teve arande

o

etapa

influéncia nas faxas de sobrevivéncia devido azos baixos

indices de oxidagio.
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Figura 1§ Segmento segmento nodal de Jlex paraguariensis

St. Hil., apods 20 dias em meio de isolamento.
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5.2 BETENCAO DE BROTACOGES MULTIFLAS

5.2.1 Expervimento 1

=1 adigi0 de citocinina nb meio de cultura Foi
fundamental a indu¢gidc de brotagdes multiplas de ITlex

paraguariensiys St. Hil. cultivadas in vitvo. Observa-se na

Tabela 2 gue na auséncia dessz classe de reguladores de

crescimento ndo ocorrveuw a formaxcio de novas brotagdes.

lise doe vesultados obtidos com a adigido de

83
U’r

i ans

ema/l dos reguladoves de crescimento A, Zeatina e ZiF

apds o primeiro més de cultivo, revelow gus s adigho de BA&F

iciente na indugio de brotagdes do que as

why
]

mostrou—-se mais &

stadas Foges reeultados estio de

L"

outras citocininas te

lfn

acordo com os obtidos por HASEGaWS, 1986; CHalLUPa, 1987 e
WERBE = VILLALOROS, i?G?, com varias sspdoiss lenhosas, onde
gaze  regulador de cryescimento induziu wmelhores rvesultados

2.

nae multiplicagao comparativamenis & outyos reguladores. Ko

entanto, REY e MOGRINSKI (L5988 3o confivmam estes
resultados pava Ilex garaguarigasis S5t Hil., com maliov

percentagem (44%) de apices gque formzvam brotagdes na

3 masl de €iF+¢,6¢1 mg/1 de ald, enguanto gque na

T
i
m
131
m
=]
i
u
o,
m
e

presenca de 3 mg/l de  BaF+@,91 mg/1  de AIA a pevcentagenm
foi de £0Y%. Ezsses resultados distintos encontrados para a
mesma gapécie, podem ser abtribuildos & wtilizg=zcdo de

~

concentracgdes difevrentes dessas duams citocininas e & adigio

de AURLINA . Além disso, existe a relagio entre as
concentragoe enddgenzas de reguladoves de crescimento na
planta com as concentragdes de  reguladoves no melio de



o
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cultura, € gue essa velaglo pode interferir no resultado
final (pOnDS € ROBERTS, 19820 . Algumas respostas
movr fogeneéticas podem ser  causadas pela combinagao de dois
ou mais reguladores em cevtas concentragdes, e que oubras
concentracdes dos mesmos reguladores podem nio tev o mesmo
efeito ouw ter um efeito, gqualitativamente diferente
(MINOCHA, 1987).

A utilizag®o de € mg/1 de BAF resultou em um numevo
médio de brotagbes no meio MES de 2,43 & no meio WPH o
pumey o meédio de brotagdes +toi de &,88, sendo que &
diferenca n&o foi significativa para oz meios M5 e UWPH

ses resultados concovdam  com

(Teste de KW, H=0,92). E

SOMMER e WETZSTEIR (4787, que mTirvmam o gus 3 taxa de

multiplicagio nos primeiros subcultivos & baiwx.

TREELR 3. HKultiplicacao de hrotacoes de Jiex paraguarisnsis §t. Ril., submetidas a veri-
acbes de reguladores de crescimento e meio de celtura, apos we més .

Eeguladores de crescimento Heies de cultura
(Zrg/1) RPH ES
faséncia de reguladeres g, 68 & 8,82 a
(38) (38}
2if 1,46 )} i,B¢6 b
‘ (23 (15)
Zeatina 1,52 b 1,73 b
(25) 1%
E&F 2,28 c 2,42 ¢
(23 (3e)
fedia 1,2281 1,411
Eesvio Fadrdo 1,8333 1,28%
B 76,6645 = 67,8283 ==
Tazanko da amostra 165 58

# valor entre parénteses correspende ao nimero de exyplantes avaliade)

Ietras distintas difereu entre si ao nivel de sienificincia indiczdo pelo Teste de
fopparagties Hultiplas de X¥;

¥ significative a0 nivel de 1Y% de probabilidade pela prova de K.



9. 2.8 Experimento 2

No segundo expervimento, utilizou-se os meios M5 e WFH
acrescidos de 2 mg/l de BaF e ALE nas concentvagdes de
©,00; ©,05; €¢,20 ¢ ¢,3 mg/l, durante 3 subcultivos.

0 tratamento que propiciou a maiov taxa de brotacdes
multiplas de erva-mate foi o aque combinou o uso de & mg/1
de RBAF no meio WFM e no terceirvo subcultivo, com médis de
3,7% brotagdes multiplicadas por explante (Tabela 4.

Hao houve difevenca significativa na obtencio de
brotagdes multiplas para os meios de cultura WS e  WPH
(Teste KW, H=1,337.

Os meios de cultura wutilizados para a obtengio de

hrobtacoes multiplase podem conter baixas dosagens de auxina,

& qual pode estimular o corescimento (CHalLUFa, 198775 . =23
concentragbes de  AIR adicionadas, mostraram efeitos
diferentes para os meios MS e WFM. Ha um decréscimo linear

do numevo de brotagdes pars o meio  WPM (F=%,1ié) & medida
que  se aumentou  as concentrages de AIF. Enquanto que, no

meio M5 observou-se  uwuma tendéncis  de zumento no namero de

e

brotagdes «om o aumento das concentragtes de ALE (F=1i8,47).

Fsae rvesultado inverso enbtre os meios ME e WPM pode ser

i
[y
-
P
—
-
-
-
-
b3
jou}

atribuido & composicio diferente desses meios de

meio WRM € wma formulzgfo mais diluida quando comparada a

do meio M8, sendo gque uma das princvipais difevengas entre

elas diz respeito aos  teoves de nitvogénio. MocCOWN e

SELLHER  (4%987) afirmam gque o efegito dos veguladoves de
"

crescimento  pode ser  modificado  em fungao do mezio  de

ROBERTS (1i982) tambem adivmam

531

cultura uwutilizado. LOLDS
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que a interagao entre wma auxina € uwma citocinina

adicionada ao meio de cultura € complexa e que “Fatores

m

nutricionais podem interferiv no vesultado Tinal. WEBE e
VILLALOEBOE (41987) consideram o uso de baixas dosagens de
auxina associada = uma citocinina sem qualquey efeito sobre
a multiplicacio.

0 numero de brotagdes tendeu a aumentar em fungio do
subcultivoe (F=32,49 e [F=17,04) rvespectivamente pavra 0%
meios WRFM. e MS. 0 efeito das citocininas nio se restringe a
uma subcultura, pois divervsas vezes oconstata-se um efeito
residual  de wuma  subcultura parva outrza, asumentando assim as
taxas de multiplicagio (Figuva &Y. Fol observado que ao se
aubcultivar brotagies de erva-mate durante trés meses

sido de 3 meSl de

consecul ivos, em o meio  de cultura  acrs

.. & » L . .
BaF, as bDrotagoes adguirivam coloragd&o clara e grvande

percentagem destas com folhas atipicas {(foulhas cespesssg,
sncurvadas, quebradicas ¢ que nio ge  desenvolveram).
WIECHETECK (192e¢) vevificou m Fucalipfus viminalis

resultados  semelbhantes. FORNESRECH (4974) também abssrvou
folkhas malformadas em Fegoaria quando se  aumentava  &s
concenmbtyagdes de citocininas.

fis folhas vconsideradas atipicas podem ser Jolhas
vitrificadas, embora nio apresentem um  aspeclto vitreo ou

translucido. & presenga  de folhas espessas, encurvadas g

quebradicas %o carvacteristicas encontvadas  tambdm e

plantas vitrifticadas (KEVERS e&¢& al., 1964; VIEITID e al.,

-~

1935,  FASQUALETTO ¢ &f., 1936é6; OGabkaRrR & al., 1987,

Wty

BOTTCHER  e¢ af ., 1988). 0s sintomas de wvitvifticagé

idénticos sm todas as plantas (GASFAR of af ., 1787).



&lem

esta a uwtilizagio

al. (i987)

disso,

afivrma

entre as possiveils

de veguladores

de crescimento.

que a citocinina BAF,

parece

”y

causas de vitriticacio

GASFAR &f

sevr o Tator

2ssencial na inducio da vitrificagfo em macieira M2o.

TARELA 4. Humero médio de brotacdes de Jlex garaguaricnsis St. Hil., caltivadas in vitro
nos eeios HPK e MS, acrescido de 2 ng/l de BAP e subuetidos &s wvariagbes nas

concentragdes de RIB, es 3 subcultives,

HEHN Hs
Sukcultive \ RIR @,68 8,85 8,28 8,38 0,868 e,85 g,z2e8 g,308
1 2,77 2,73 2,92 2,43 2,43 2,98 2,66 2,
(35) (38) (362 (48) (3%) (28) (33 (3%
2 3,21 3,28 2,93 2,89 2,85 2,79 3,28 3,2
(32) {29} (32) (38) (34) (16) (24) 31
3 3,73 3,78 3,25 3,17 2,81 2,86 3,2 1,35
{28) 27 (31) (35 {32) (1% (24) (31)
tedia 3,2163 2,1%77 2,888%9 22,8238 2,6837 2,663 3,8256 3,8928
Besvio Padrdo 1,295¢6 1,2539  1,6588 @,9286 @,964% £,%9485 1,836% @,9138
Tasanko amostra 93 g6 113 163 31 78 97

0s valores entre parénteses corresponden ao nlmero de explantes avaliados.
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Figura c Brotaciu da &¢° asubcultura de Ilex

paraguariensis St. Hil. apods permanéncia de um mES No meio

de multiplicag&o WFM, contendo 2,¢ mg/l de EBAF.
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5.2.3 Experimento 3

No terceiro experimento, empregou-se baixas dosagens
de BAF (2,5 e 1;¢ mg/1) € carvio ativado (¢,0 e 1,0 g/1)
nos meios MS e WFM, durante trés subcultivos.

0 tratamento qus proporcionouw © maior npumero  de
brotacdes multiplicadas foi o0 que combinouw a utilizacio de
i mg/1 de B&F no meio WFHM & ne auséncia de carviec ativado,
com um numero medio de brotaches de £,33 por explante no
terceiro subcultivo (Tabela 5. Us tratamentos nos quais se
utilizou o meio de cultura HMS com BaF nas concentragdes de
8,5 e 1,0 mg/1 & carvaoc ativado NAG  apresentaram
multiplicagdo.

Houve diterenga significativa entve os meios de
cultura M5 & WFM, pelo Teste de Kruskall-Wallis etetuado,
sendo  superior a taxa de brotagdes multiplas no meio WPH.
Houve tambeém difevenga significativa parm as concentvagies
de B&F & presenga ow auséncia  de  carvEo ativado. A
concentagdo de img/1l  de RBAF  na ausénoia de carvio ativado
PrOPOYCionou a'melhcr taxa de brotacgdses mdltiplas. Isso
pode ser atvibuide ao fato de que o carvio ativado tem =
capacidade de adsorver os componentes do meio de cultura,
inclusive o vegulador BAF. &8s diterencas constatadas com os
subcultivos n&o foram significativas, provavelmente isso

proryrew devido a utilizac®o de baixas concentracdes de BAP.

i

Embova esses tratamentos nio tenkham propovcionad
altas taxas de multiplicacfo, concestragdes mais baixas de
EAF e presenga de carvdo ativado ropovcionavam um bom

aspecto das  hrotagdes, com Folhas bem desenvolvidas e
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cie. [Cgses rvesultados

m
M.

coloragdao verde-escura tipica da =sp
estfo de acordo com os obtidos por WIECHETECK (199@) com
Eucaliptus wviminalis. Na presenga de carvioe ativado as
brotacbes dessa espécie apresentavam-se alongadas e bem
desenvolvidas. THORFE € PA&TEL (1i984); KRIKORIAN e KARN
(1987, SOMMER e MWETZSTEIN (1987) também afivmam ser
benéfica =& adig&o de carviBo =ativado no meio de culturz
durante =z multiplicag®o. 0 carvio ativado tem capacidade de
reter concentragdes excessivas de veguladores e compostos
tdxicos que inibem & morfoufnese (FRIDBORG ef al.,
Fortanto, pode sev benéfico para brotagdes que permansceram
ror longos periodos em meio de multiplicagio.

0 bom desenvolvimento das brotagfes € importante na
medida que proporciconara um envaizamento melhor & posterior
tvansplante da muda. SOMMER & WETZSTEIN (i987) verificaram
com Liquidambar styraciflua que brotagies que permaneceram

na forma de rvosetas nfo envaizaram.



TABELA 5. Efeito do seio de caltura, concentracdo de BAP, subceltivo e presenca de carvdo
ativado sobre & nunero pedio de drotacdes de l{ex paraguariensis St. Hil. cul-

tivadas in vitre.

HEPH

Carvdo ativado(g/l) @
Sukceltivo \ BaP(ug/l1) 8,5 1,8 8,3 1,8 a,5 1,8 8,3 1,8
1 1,28 1,73 1,16 1,17 1,1e 1,37 1,68 1,68
(23}  (3@) (25) B (48) (38) 38 3D
2 1,48 2,28 1,16 1,17 1,15 1,33 1,68 1,8
(23) (3®) (2%) 38 (48) (38) (i (8
3 1,48 2,33 1,16 1,17 1,15 1,48 1,68 1,88
€23) (38 (23 (38 (4@3 (38 38 38
Kedia 1,36 2,89 1,16 1,17 1,13 1,37 1,868 1,68
Besvio Palr%e 8,54 1,40 8,37 &3n 8,435 8,66 B,68 8,68
Tazanko amostra 73 96 73 %G 128 98 98 58

05 valores entre parEnteses corresponder ao nuuero redio de explantes avaliades.
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5.3 ENRAIZAMERNTO E TRANSFLANTE DRE MUDADS

Na tabela &, pode-se verificar que o melhor resultado
para o0 envaizamento de brotagbes de evva-mate foi obtido em
duas fases: indugio € desenvolvimento das raizes (12 + 18
dizas de exposigao). As vaizes fovram induzidas em um meio de
cultura na presenga de auxina £, posteriormente, O
alongamentoe das vralzes se ded em wm mMeio sem auxina. RNesse
tratamento, a concentragio de 3 mgsl de AIB induziu a

,

formacio de vaizes no meio WRM/R2 em 86,0% das brotagdes. As

concentragdes de AIF diferivam estatisticamente entve si

-

sendo as maile balxas pevcentagens de envailzamento (66,466 €

&H3,33%) foram observadas com as concentragoes de 4 ¢ 5 mg/l

A

respectivamente . A adigio de AIR no meio de cultura  Toi

essencial ao envaizamento, povem, concentyragdes Mais
elevadas do qgue Z,¢ mg/l reduziyamn ARG taxas de

enralzamnento. GRaGa =6 al. (17887 tambem wverificou em

gotacas  de evva-mabte, que ums concentracio excessiva de AID

(10 .0600 pem) pode ser toxica pPRTH & iniciagio e

desenvolvimento do szistema radical dessas
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TABELA 5. Enraizasento in vitro de brotacBes de Jlex paraguariensis St. Hil. qae pereace -
rac 38 dias er wmeio indutor e brotacies que passaras por 12 dias ee meio indator
e depois transferidas para meio de desenvelvizento das raizes.

PERiIOBO BE E§?081C§0

{d1as
38 12¢18
RIR(rg/1) ENRRIZAMENRTO HO KEDIO BE EHBAIZAMENTO HO MEEIO BE
(%) BRIZES/EXPLAKTE (%) RAIZES/EXPLARTE
8 ('] ] 8 e
3 28 1,66 86,20 8,208
4 15,38 2 66,66 6,315
9 11,53 2 63,33 9,74
A permanéncia das brotagdes em meio de  indugio

acrescido de AIB por i2 dias e posterior transferéncia das
brotagtes para meio WFHM/2 + 4 9/1 de carvao ativado,
induziuw um auwmento significativo na taxa de envaizawmento
quando  compavadas com as brotacles mantidas sm meio com AIE
poy 3@ dias (Teste de KW, F<(2,01i), como pode sev observado

nas FFiguras 3A & 3H. Iato pode sevy explicado pelo fato da

i

primeiva  fase sev dependente de auxinza, € o crescimento €

sev inibido pels mesma CRBONKRER &

iy

alongamento das vaize
GALSTON, 1973; JAMES & THUREON, 1979 . Esses vesultados
confivmam os obtidos por LARE, 1978; CHALUMG, 1987; RIBAS,
1791  que obtiveram maiores taxas de envaizamento quando o

2 I A
[ |

MOGRIRNGKTI {19463

il

mesmo  foi vealizado em duas  TFases. R
trabalhando com erva-mate vevificaram uma taxa média de

L0, m inducio da iniciagio

i

envailzamento de 50%. Neaste on
radical eocorveuw como resposta ao tratamento com 19¢ moll de
AIE  dwante 4 horvas com  postervior bransferéncia pava wmEio

H&/ 4.
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Em testes preliminaves, o procedimento empregado por
REY e MOGRINSKI (1988) para o envaizamento de ervva-mate foa
vepetido & rejeitado por niAo induziv a rizogénese.

fs  concentragoes de AIER utilizadas durante 3¢ dias de
exposi¢io, nAo foram significativas pava a indugido do
enraizamento. Fara as brotagles que permaneceram ig, dias em
meic de inducdo & mais 18 dias em meio de desenvolvimento
das raizes, o aumento das concentragdes de AIB diminuiu o
envaizamento. Entretanto, como o desvio de regressfo foi
significativo, isto significa que o modelo ndo foi adegquado
para representar os dados (Tabelas 14, 1B e 1C-ANEXOE) .

0s melhores resultados quanto ao numero médio de

1}

1z poy  explante, tambem foram  obtidos em meio de

-
by

i

~

i8 dias) acrvescido de 3, 4

il
4
o

M

enraizamento em duas fases (12
9 mg/1 de AIR, como pode sey obsevvade na Tabela 6.
ErotagBes com maior ndmero de rvaizes, certamente tevio
melhor sobrsvivéncia apéi o transplante quando comparadas
as brotagles com poucas r;izes.

s

Apos 3¢ dias, s brotagdes enraizadas fora

.

transplantadas para bandejas de semeadura com terva &

2

regadas  diaviamente, abtd 4 vezes, durante os sete primeivos

in

dias. Apds trés meses foram transplantadas  para swcos
plasticos com tevva &  tivevam um  bom  desenvolvimento

{(Figuras 4 € 9} .
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Figura & Envaizamento in wvitro das brotacoues de Tlex

FRFrAGUINIENSIS St. Hil., apos 30 dias em meio de

enraizamento WFM/2, contendo 5 ma/l1 de AIE.
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Figura 3E Cnraizamento in vitro das brotagtes de Ilex
paraguariensis St. Hil., apos i dias de pevmanéncia no
meio de indugio WFHM/2, contendo O mg/s1 de AIR & posterior

transferéncia para meio de desenvolvimento das raizes,

cqntendo 1 g/1 de carvdo ativado, durante 18 dias.




iFigura 4 GCobrevivéncia de mudas de Flex paraguarieasis Ot

Hil ., regeneradas 1N vitro =« mmantidas em casa de

vegetacho, apos ¢ meses.
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Migura 5 Sobrevivéncia de mudas de Jlex paraguariensis G5t

Hil ., regeneradas in vitro e mantidas em casa de vegetagio,

apos 6 MESES .




5.4 DESCRICAC COMFARATIVA DA SUPERFICIE FOLIAR

A descrigdo com auxilio de micvoscopia de varvedura e
micvroscopia fotonica vevelou difevencgas acentuadas ao nivel
de células =epidérmicas,  tanto na face adaxial quanto
abaxial da folha, nos 3 casos citados.

& face zmbaxial das folhas revelou & presenga de
estOmatos dos tipos anisocitica e/ou anomocitico, que podem
se dispor no mesmo nivel das células epidérmicas ou acima

destas (Figuras 16 a 18 ¢ 6,8 & 10).

S5.4.4 Folhas de plantas cultivadas em casa de vegetagio

A parede das células epidévmicas da Fface adaxial
apresentoq—se levemente ginuosas nas {folhas de plantas
cultivadas em caga de vegetagio (Figura 13).

A presenga de estrias epicuticulares foi wmuito
acentuads, com disposicio  irvegulay das meswas nas  faces
abaxial e adaxial (Figuvas & & 7).

FontuagGes de pavede Fforam obsevvadas nas epidermes
abaxial e adaxial (Figuras 13 € 1d7. Tricomas, do tipo
tector, foram evidenciados apenas na neEvvura principal, ns

face abaxial (Figuwra 12). A presenga de tricomas contraoia

a descricio da espdcie vealizada pov  REITZ (4947,  gue
coloca a especie como sendo inteivamente glabra. A presenga

W

de tricomas & umza caractevistica de plantas gue crescem &im

habitat seco (FAHN, 19%¢).
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S3.4.2 Folhas de plantas cultivadas in vitro
Na parede das celulas epidérmicas de plantas
cultivadas in vitro a sinuwosidade € muito acentunda

(Figuras 14 e 17). Comparacdes entre plantas de LIiquidambar

1

styraciflua cultivadas in vitro e em cass de veget=zgio
revelaram o0¢ mesmog vresultados (WETZSTEIN e SOMMER, i983).
Resultados similares também fovram obtidos & partir de
comparacoes entre folhas de sol & folhas de sombra de
Colubrina glandulvsa por HERUUIA (19%9¢). SOLEREDER (i%eB)
afirmza  que c¢élulas epidérmicas com paredes anticlinais
curvas  sdo encontradas  em espécies gue crescem em habitat
umido. A umidade velativa € alta nos frascos de cultivo,
assim, @ sinuwosidade de pavede das células epidédrmicas &
dustificada.

A epiderme da face adaxial apresenta menor incidéncia

at

de estrias epicuticulares, em vrelacio a epidevme da face
adaxial da Ffolhka da planta cultivada em casa de vegetacho.
As  estrise spicuticulares se dispuseram em um unicoe sentido

{(Figuvra %3. Na epiderme abaxial, as estrias se rvestrinaem

25 células sestomaticas (Figuva 8). Flantas que crescem em

ambientes onde a umidade velativa € &alta, tém menor
desenvolvimento de estrias epicuticulares (BUTTER €

LARGHANE, 197¢; BRAINERD, 1981, WETZSTEIN o SOMHMER, ${%82).

5.4.3 Folhas atipicas de plantas cultivadas in vitro
e folhas atipicas apresentam as parsdes anticlinais
o

das celulas epidérmicas levemente sinuosas (Figuras 1% €

iay.
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Na epiderme da face adaxial, a incidéncia de estr“a;
epicuticulares foi minima, apenas se restringindo ao nivel
de conex3o entre células contiguas (Figura 11i). Na epiderme
da face abaxial, n&o se evidencia a presenca de estrias
(Figura 105 .

A fTolha atipica cultivada in vitro nfo apresentou
caracteristicas da feolha de uma planta normal cultivadz in

vitro. Frovavelmente, gssa folha atipica € a folha de uma

planta vitrificada, m=smo nio apresentando o aspecto
vitreo. Segundo GASFAR e al. (4787) as ftolhas de plantas
vitvificadas apresentam menov incidéncia de cetrias
epicuticulares € EEBRYG nio 5H0 continuas. Fssa

caracteristica tambédm foi encontrada nas folhas atipicas.

1
i

Uma das possiveis causas de vitrificagho estd na precenga

L

de  EBAF no meio de cultura, e folhas espessas, quebradicas e

enrrugadas sio tambEm encontvadas em plantas vitrificadas.
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Faigura 7 Epiderme da face adaxial da {olbhe de planta

cultivada em casa de vegetacgdao. 1689x.
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Figura 8 Epiderme da {ace abaxial da folha da  planta

cultivada in vitro. 1620x.
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Figura @ Epiderme da face adaxial da folha de planta

~

cultivada in vitro. 146cex.
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Figura 1@ Epiderme da face abaxial da folha da planta

cultivada in vitro atipica. 1963x.




Figura 1ii Epiderme da face adaxial da folha da plantz

cultivada in vitro atipica. 14680x.




Figqura 12 Tricoma tector ao nivel da nervura principal,

folha da planta cultivada em casa de vegetagio. £40@x.
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&6  CONCLUSOES

1. 0 melhor tratamento para a desinfesztacdo dos segmentos
nodais foli o hipocleorito de =sdédioc a S% durante 10 minutos.
Este tratamento resultou em wvalores médicos de 20,1% de
contaminacao, S,7% de oxidacdo e 72,7% de sobrevivEncia dos
explantes.

2. A citocinina BAF na concentracidco de 2,0 mg/l proporcionow
a maior taxa de multiplicecéo de brotactes apicais no 18
subcultive, com um mamerc meédico de brotacgtes por euplante no
meio ME de 2,47 e de 2,28 no meio WPM, comparativamente &
mesma concentracdo de 2iF e Zeatina.

3. A permangncia de brotagoes sub—apicails durante 3
subcultivos no mesmo meio de cultura (WPM + 2 mg/l EAF)
propicion a maior  taxa de multiplicagao, resultando em
valores médios de 3,73 brotacoes por explante.

4, A utilizacdoc de baixas dosagens de BAF (0,9 e 1 mg/l) e a
adig&o de carvao ativade (1,0 g/1) no meioc de cultura,
resultouw em bairas taxas de multiplicac&c. mas, proporcionou
bom aspecto as brotagtes.

5. A permanéncia das brotagtes durante 12 dias no meic de

inducfo do enraizamento, WEM contendo 2 masl de AIB, e
transferéncia para meio WFMSZ + 1 g/l de carvdo ativado por

mais 18 dias foi eficaz para a obtengfo de 86,24 de

enraizanento. com um pumeroe médio de 8,2 raizes por explante.
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Az brotagbes enralzadas. tiveram bom desenvolvimento apods o
transplante para a terra.
6. As folhas de plantas cultivadas em casa de vegetagdo
apresentaram grande incidéncia de estrias cuticulares. As
paredes das celulas epidérmicas eram levemente sinunsas, € na
nervura principal da face abaxial foram evidenciados tricomas
tectores. As folhas de plantas cultivadas in vitro
apresentaram menor incidéncia de estrias cuticulares em
relacdo as anteriores. As paredes das células epidérmicas
eram marcadamente sinucsas. Mas folhas de plantas cultivadas
in vitro mas que se apresentavam atipicas, & incidéncia de
gstrias cuticulares era minima, e as paredes das células
epidérmicas  eram levemsnte sinuvosas. A 2 Tface abaxial das

folhas nas 3 situacdes revelouw a presenca de estdmatos dos

tipos anisociticos e /ou anemocatico.



SUMMARY

Cuttings from [Flex paraguariensis St. Hil. wers
produced by micropropagation. The establishment and
transference to other steps in vitro were carvied out in
laminar flux cameva. Cultures weve incubated at £5F8eC,
with dillumination at #0600 lux for 16 h/day. WFM and WS
medium were used. HNodal segments about 3 cm  long
obtzained from 2-years old seedlings, were disinfected in
a 19 or 13% sodium hypochlovite solution during 5, 19 or
15 min and precultured in a M8 medium. After 30 days,
the explants were transferved to a proliferation medium.
The multiplication was tested: for the influence of RAF,
2if and Zeatin at & mg/1 in WPH - and HMS medium;
combinations of &IE  and BAaF in WFM and M8 medium during
3 subcultures; adition of actived charvrcoal (1 as1) and

BAaF {€¢,5 and 1,0 mg/1)y  in WPM  and HS  medium during 3
subcultures. The rvooting was evaluated in two steps
(induction and elongation of voots) duving {2+1i6 days
and in & unique step duving 30 days, with diffevent
concentrations of AR in WFMA2 . Cuttings WEYTE
transplanted in & c¢limate aveenhouse type VYan devr

Hoeven . Duvring multiplication were obsevrved atipical
leaves, conparisons of leat-surface were made among

lzaves of plants cultivated in wvitro, uwsing light
micvroscope and scanning electran. The steps in  vitro

e

exhibit satisfatory rvesults, explants dipped in 2  19%
sodium hypochlorite solution for 10 min showed that
22,1i% of contamination, 9,7% of oxidation and 72,7% of
the nodal segments survived. 0Ff the tested cytokinins,
BAF  was the most effective, the prolifevation vate From
i subculture had 2,43  shoots/explant in HS medium and
2,88 in WFPM. Shoots maintained durving 3 subcultures in
WFM € ma/1 BA&F provided the greater proliferation rate
(3,75 shoots/explant) . The utilization of low
concentrations of BAP and actived charcoal were provided
good movphological aspect of the shoots. & two step of

voot formation weve provided the greater rooting
percentages  (86,2%) and nunmbevs of root pevy shoot (8,8).
Flantlets rooted depicted a gwood developwment . The

comparison of leaf-surface between the & situations
above detected significant responses.



ANEXOS



TARELA 1fi. Analise de variSncia das concentractes de B8IE no enraizacento,

apos 38 dias de exposicdo no meio indator, com estudo da Be -

gresséo Polinomial.

Fonte de variacio 6.1 §.0 G.H F
Begresséo Linear 1 1,6393 1,83%37 2,68 n.s
Regressdo Quadratica i 8,6248 G,6248 1,61 n.s
Besvios da Kegressdo 1 68,1177 68,1177 {1 n.s
Trataeentos (3) (1,7811)

BResiduos 168 41,8974 6,387%

Total 111 43,6785

n.s= néo significative

TAREL® {R. fnalise de variBncia das concentracbes de RIB no enraizanento

e dwas fases (12418 dias), con estudo &a regressdo polincmial.

Fonte de variagdo £.1L £.Q &.0 F
Eegressdo Linear i °88,1166 988, 1166 25,6829 »x
Kegressdo Quadratica 1 133,8587 1332,6687 3,81 =
Resvios da Regressio 1 168,361@ 1:8,3816 7,88
Tratanentos (3 (881,4787)

Residuos 113 2633,3954 22,8996

Total 118 3514,873%

¥ significativo ao nivel de 3% de probakilidade

¥% cignificativo ac nivel de 1% de prokabilidade



TABELA {C Coeficientes do nodelo de regressdo para a concentracdo de AIB,

ne weio de enraizamento ens daas fases (12+18 dias).

Variavel independente Coeficiente Erro padrio t
Constante 8,12@9 @,8947 2,13 (n.s)
Concentracdo 3,151% 8,878% 3,62 ()
(Cencentragfo)? -G,4173 8,177 ~-2,353 (¥)

n.s ndo significative
x significativo ao nivel de 5 de probakilidade

#= significative ao nivel de 1% de prokabilidade
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