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RESUMO

Foram produzidas mudas de I l e x  pat r& g u a  r i& n s is * St. Hil. 
através da micropropagação. 0 isolamento e as transferencias 
para as demais etapas in vitro foram feitas em câmara de 
fluxo laminar e os explantes foram mantidos em sala de 
incubação, com temperatura de 25±2 °C, fotoperiodo de dias 
1 ongos e luminosidade de 2000 lux. Os meios de cultura 
utilizados, foram o de MURASHIGUE e SKÜOG (MS) e de LLOYD e 
McCOWN (WPM). Segmentos nodais com aproximadamente 3 cm de 
comprimento, obtidos de mudas de 2 anos de idade, foram 
desinfestados em solução de 10 ou 15/- de hipoclorito de sódio 
(5% Cl livre) e cultivados em meio MS. Após 30 dias, os 
explantes foram repicados para meio de mu1 tipiicação. Na 
multiplicação testou-se: a influência de BAP, 2iP ou Zeatina
na concentração de 2 mg/l nos meios MS e UiPMs a adição de 
auxina (AIB) combinada com citocinina (BAP) nos meios MS e 
WPM durante 3 subcultivos: a adição de carvão ativado (1 g/l) 
e BAP (0,5 e 1 mg/l) nos meios MS e WPM durante 3 
subcultivos. 0 enraizamento foi avaliado em duas fases 
(indução e alongamento das raízes) durante 12+18 dias, e em 
uma única fase durante 30 dias, empregou-se diferentes 
concentrações de AIB no meio WF’M/2. As mudas foram 
transplantadas e colocadas em casa de vegetação modelo Van 
der Hoeven. Durante a multiplicação, observou-se o 
aparecimento de folhas atípicas, foi feito um estudo 
comparativo da superfície foliar de plantas cultivadas em 
casa de vegetação, plantas cultivadas in vitro e ainda, 
plantas cultivadas in vitro atípicas, ao nível de
microscopia fotSmica e microscopia eletrônica de Varredura. 
As etapas in vitro apresentaram resuitados satisfatórios, 
sendo o melhor tratamento na desinfestação, o qual utilizou 
15/- de hipoclorito de sódio por 10 minutos, através do qual 
se obteve 20, IX de contaminação, 5 ? 77. de oxidação e 72,97. de 
sobrevivência dos explantes. 0 regulador de crescimento BAP 
proporcionou a maior taxa de mui tipi icação de brotações 
apicais no 19 subcultivo, com um número médio de brotações 
por ex plante de 2,43 no meio MS e 2,28 no meio WPM- A 
permanência de brotações sub-apicais durante 3 subcultivos no 
mesmo meio de cultura (WPM+2 mg/l BAP) propiciou a maior taxa 
de mui tipiicação (3,75 brotações/explante)- A utilização de 
baixas dosagens de BAF‘ e adição de carvão ativado no meio de 
cultura proporcionou bom aspecto das brotações e baixas taxas 
de multiplicação- 0 enraizamento em 2 fases (indução e 
alongamento) proporcionou maiores percentagens de
enraizamento, 86,2%, com um número médio de 8,2 
raízes/explante - As mudas enraizadas tiveram bom 
desenvolvimento após o transplante para a terra, 0 estudo 
comparativo da superfície foliar revelou respostas marcantes 
entre as 3 situações acima, evidenciadas a nível estrutural»



í INTRODUÇ&a

A erva-mate Ilex paraguariensis St. Hil. 

(Aquifo.l iaceae) é uma espécie nativa do Sul do Brasil e de 

importância econômica. As suas folhas são utilizadas no 

preparo de uma infusão estimulante conhecida por chimarrão 

e também, no preparo do chá-mate.

A utilização dessa planta para a fabricação de bebida 

tônica e estimulante já era conhecida pelos aborígenes 

antigos da América do Sul. Os primeiros cultivos foram 

realizados nos séculos XVII e XVIII, durante a dominação 

dos padres da Companhia de Jesus sobre os índios guaranis. 

Os jesuítas passaram a dedicar maior atenção ao 

desenvolvimento da cultura, a produção foi organizada e 

estabeleceram-se os primeiras práticas de manejo dessa 

planta, inclusive a estratificação das sementes (REITZ, 

í967) .

Apesar de ser uma espécie utilizada há muito tempo, 

muito pouco se conhece sobre a sua biologia. Os problemas 

com os quais se depara o cultivo mediante sementes são a 

produção de plantas muito heterogêneas, o baixo poder 

germinativo das sementes e o tempo excessivamente longo de 

sua germinação. Segundo HU (1975), o gênero IIex tem 

sementes dormentes por imaturidade embrionária. Devido a 

esses fatos, o emprego de técnicas de multiplicação



e
vegetativa seria uma alternativa para a propagação de 
plantas selecionadas.

Entre os métodos de propagação vegetativa, a
* 1 - ■ xmicropropagaçao apresenta as seguintes vantagens: a) requer 

menor quantidade de material vegetativo inicial, 

possibilitando sua multiplicação rápida e em espaço físico 

reduzido; b) permite a obtenção de plantas livres de 

patógenos; c) proporciona maior flexibilidade no controle 

dos fatores ambientais e dos fatores químicos envolvidos no 

processo de regeneração; c) possibilita a clonagem de

genótipos superiores selecionados; e) permite a produção ao 

longo do ano e independente das mudanças

estacionais. (GEORGE e SHERR I.NGTON, 1984; GRATTAPAGLIA e

MACHADO, 1990).

0 presente trabalho tem por objetivos a) °o

desenvolvimento de um protocolo para a regeneração de

plantas de Ilex paraguariensis St. Hil . a partir de

segmentos nodais de mudas; b> a descrição comparativa da 

superfície foliar entre plantas cultivadas em casa de

vegetação, plantas cultivadas in vitro e ainda, plantas

cultivadas in vitro mas que se apresentavam atípicas, 

devido ao aparecimento de brotaçoes coiri folhas atípicas 

durante a fase de multiplicação.



S. CONSIDERASSES GERAIS SOBRE A ERMA-HATE

2.Í ENQUADRAMENTO TAXINÔKICO 

Sistema de ENGLER (1964)

Divisão: Angiospermae

Classe: Dicoty 1edoneae

Subclasse: Ar chich1amydeae 

Ordem: Ce lastrai es

Família: Aqui foiiaceae

Gênero : I lex

Espécie: Ilex paraguariensxs St. Hil.

Sistema de CRONQUIST (í98í>

Divisão : Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Rosidae

Ordem: Celastral es 

Famí1 ia : Aqui foiiaceae

Gênero: Ilef<c

Espécie: Ilex paraguariensis St. Hil

£.£ DESCRIÇSO DA ESPÉCIE
á uma árvore de porte médio, que pode atingir de 15 a 

metros, ou mais. A espécie é inteiramente glabra, lenho 

novo seco de cor cinzento-escura, castanho-escura ou preta,



lenho mais velho cinzento, amarelo-castanho ou castanho. 

Folhas de limbo -Finamente coriáceo até coriáceo, 3-5-8 cm 

de comprimento por 2-3-4-4,ó cm de largura, obovado até 

largamente obovado, margens irregulares, subdistintas, 

grossas, menos vezes finamente crenadas, ocasionalmente 

crenado-crenuladas, ápice obtuso ou arredondado, algumas 

vezes com um múcron curto ou largo, base aguda, longo-aguda 

ou cuneada, decurrente pelo comprimento do pecíolo, no 

secar verde, oliváceo-verde ou castanho-verde por cima, mas 

pálido por baixo, costa insculpida ou plana por cima, um 

pouco elevada por baixo, nervuras laterais sub-obsolet as 

até aparentes por cima e por baixo, não-pontuadas, pecxolos 

às vezes um pouco gibosos na base, 7-Í5-Í7 mm de

comprimento. Flores unissexuadas em int1orescências
£>fasciculadas, nascidas sobre lenho velho, de rebentos 

totalmente florais, axilares nas folhas. A floracáo ocorre 

de setembro a dezembro, predominantemente em outubro (EDWIN 

e REITZ,í?ó7). Segundo o aspecto morfo-anatõmico do fruto a 

classificação mais adequada seria nuculânio (GIJ3ERTI, i97?) .

S.3 DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA

A espécie é mais abundante no interior de matas, 

acompanhando a distribuição de áraucaria angastzfoi ia, 

ocorrendo na região centro-sul da América do Sul, sendo 

mais freqüente na região das bacias dos rios Uruguai, 

Paraná e Paraguai. A sua área total de distribuição está 

entre os paralelos i4 e 35 de latitude sul e os meridianos

4



40 e 65 de longitude oeste (ARANDA, Í98Ó citado por CUNHA, 
í 990*) .

*ARAMDA, D. Area de d istribuicion natural de la yerba-mate. 
Miscelanea 14, í98ò Citado por: CUNHA, G.G. Cultura de 
embriões de erva-mate (J/e.v paragaariensis St. Hil.) “in 
vitro“ Porto Alegre,. 1990, 5íp. Tese, Mestrado em 
Botânica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



3 REVIS&O DA LITERATURA

3.í MICROPROPAGAÇ&O

A micropropagação pode ser definida como um método de 

propagação vegetativa baseada na multiplicação de uma 

planta in v i t r o  (CHéE, i984>. 0 termo in v i t r o  cobre uma

ampla faixa de técnicas que envolvem o crescimento, sob 

condiçoes assépticas, de órgãos de plantas, tais como 

brotaçóes, raízes ou embriões, ou mesmo a cultura de massas 

de células não organizadas ou calos, células simples ou 

protoplastos (WILKINS et a/.,i985).

3.2 COLETA, OBTENÇÃO E DESINFESTAQSO DOS EXPLANTES

■A coleta do material vegetal deve ser feita de 

preferência a partir de brotaçoes novas qu.e são formadas 

durante a fase ativa de crescimento cia planta, na primavera 

e início do verão. Gemas coletadas no período de inverno 

são freqüentemente contaminadas (SNIR e EREZ, i98@; 

CHALUPA, Í98Í; McCOWN e McCOWN, Í987).

A condição fitossanitária da planta matriz é 

importante na medida que irá determinar a facilidade de se 

descontaminar o explante durante o isolamento. Mudas de um 

a doze meses de idade oriundas de sementes em casa de 

vegetação ou sob condiçoes laboratoriais têm se mostrado 

como excelente fonte de explantes (CHALUPA, i?8í) .



A contaminação é um problema que tem dificultado a

condução de experimentos em função do número reduzido de

explantes obtidos. Os explantes mais comumente utilizados

para o estabelecimento de culturas lenhosas são as gemas

apicais e axilares (CHALUPA,Í98í). Essas gemas abrigam uma

variedade de microflora endógena, incluindo bactérias e

fungos, que persiste mesmo após os procedimentos

tradicionais de desinfestação. è importante avaliar o grau

e a natureza dos contaminantes residuais que escapam da

desinfestação tradicional para que possa ser feito um

tratamento com fungicida e/'oú antibiótico adequados

(HALDEKAN et a/., Í9B7). Tem sido bastante eficaz, com

diversas espécies, uma pulverização com soluções de agentes

sistêmicos como o Benomyl (Benlate, solução 0,2%)
£>

<GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). HALDEMAN et al., (1987)

reduziram a taxa de contaminação fúngica de brotaçoes 

apicais de Carne 1 lia sinensis e C. japanica usando Benomyl 

nas concentrações de í, £ e 4 mg/l.

Estudos tem indicado que a multiplicação de plantas a 

partir de material adulto é mais difícil de ser obtida 

quando comparada com material juvenil (MEHRA-PALTA e 

THOMPSON, i 987; REY e MGGRINSK 1, 1938). Segundo Mc GR AN Ai-I AN, 

DRIVER e TULECKE (i987), entre as dificuldades em se 

propagar material adulto estão a alta contaminação, o 

crescimento lento e a excessiva formação de calo.

Várias substâncias podem ser utilizadas para fazer a 

desinfestação dos explantes. Os mais comuns são o etanol e 

os compostos à base de cloro como o hipoclorito de sódio e 

de cálcio. Outros agentes desinfestantes usados incluem o



e
cloreto de'mercúrio, o ácido clorídrico, o cloreto de

benzalcônio e o peróxido de hidrogênio. Ocasionalmente, são 

citados, também ácidos ou bases concentradas, o 

merthiolate, outros tipos de álcool como o isopropanoí e 

algumas substâncias do grupo das bases quaternárias, como 

os t r iquat ernár ios de amónio (GRATTAPAGL.IA e MACHADO,

Í990). A exposição rápida dos explantes ao etanol 70% tem 

sido efetiva para a desínfestacão dos explantes 

(BONGA,í985). Enquanto que, McCOWN e HcCGWN <Í987)

consideraram inefetivos ou desvantajosos pré-tratamentos

utilizando-se etanol.

As concentrações das soluções desinfestantes podem 

variar muito, assim como as combinações dos seus princípios 

ativos e os tempos de exposição. 0 tamanho do explante e a 

consistência do tecido a ser desinfestado, isto é, se é 

herbáceo ou mais lignificado orientam o tipo de assepsia a 

ser utilizada (BOULAY, í987>.

Segmentos nodais de erva-mate foram desinfestados em 

uma imersão de etanol 70% durante í minuto e posteriormente 

em uma solução comercial de água de lavandina <£% de 

hipoclorito de sódio) durante 25 minutos e finalmente 

enxaguados em água destilada e esterilizada (REY e 

MOGRINSKI, í988).

Na cultura de tecidos de plantas lenhosos, o grau de 

contaminação varia muito de ano para ano, mesmo quando os 

explantes são obtidos de material coletado da mesma árvore 

e na mesma época durante vários anos. Isso é provavelmente 

causado pelos ciclos climáticos e flutuações em outros 

fatores ambientais <E<QNGA, Í985).



3.3 ISOLAMENTO

Os cuidados a serem tomados durante a manipulação dos 

explantes nessa primeira fase, são importantes para a 

sobrevivência e posterior desenvolvimento dos mesmos. 

Muitas espéciés lenhosas contêm compostos fenólicos, os 

quais são oxidados após a excisão do explante, as 

extremidades cortadas tornam-se escuras rapidamente e os 

produtos de oxidação inibem o crescimento do explante e 

freqüentemente o levam à inorte. Esse escurecimento ocorre 

com maior freqüência quando esses explantes são oriundos de 

árvores na fase adulta. Uma das medidas para se prevenir a 

oxidação é mergulhar os explantes em água deionizada e 

esterilizada imediatamente após a excisão (BONGA, Í932; 

CHALUPA, Í987> .

REY e MQGRINSKI (Í988) verificaram que a maioria dos 

explantes de 27<?,v paragaariensis St. Hil. coletados de 

árvores adultas oxidaram e que com explantes oriundos de

plantas com dois anos de idade a taxa de oxidação foi de

40%. Com o objetivo de reduzir a oxidação, foi adicionado 

L-cistexna no meio de cultura e na água. destilada e

esterilizada, durante a lavagem dos explantes.

CHALUPA (i.987) recomenda alguns procedimentos para 

evitar a oxidação dos explantes recém-cor tados •. a) a

colocação em água destilada e esterilizada por algumas 
horas ou em uma solução de antioxidantes, b) incubação no 

escuro ou em baixa intensidade luminosa ; c> transferências 

periódicas para. um novo meio de cultura; d) adição de 

antioxidantes ao meio de cultura.

9



3.4 0BTENC80 DE BROTAÇoES HúLTIPLAS

Os órgãos di-Pereneiados de plantas podem crescer em 

cultura sem perder a integridade. A natureza do crescimento 

que ocorre depende do tipo de estrutura que é cultivado e 

do tipo de predeterminação genética que as células 

receberam. Cada tipo de planta tem uma constituição 

genética característica (genótipo), as células não utilizam 

todo o seu potencial de informação genética. Alguns genes 

podem se expressar continuamente, mas outros somente em 

ocasioes específicas. A expressão gênica é afetada pelo 

ambiente onde a célula se encontra. Mudanças na regulação 

gênica que persistem por um longo período após removidas as 

condições de indução e que podem passar de uma célula para 

outra, são ditas epigenéticas. As que ocorrem

temporariamente em resposta a um estímulo e desaparecem 

quando este é removido, são fisiológicas. A determinação é 

um fenômeno epigenético. Os órgãos das plantas podem ser de 

doi5 tipos: a) órgãos determinados- os quais são destinados 

a ter tamanho e forma definidos (folhas, flores e -Frutos) e 

b) órgãos indeterminados- onde o crescimento é 

potencialmente ilimitado, como acontece com o meristema 

apical de raízes e gemas (GEORGE e SHERRINGTON, i?84).

As citocininas constituem o grupo de reguladores de 

crescimento indispensáveis para estimular a multiplicação. 

Segundo CHALUPA <í937) das citocininas testadas (Cinetina, 

benzi 1aminopurina (BAP), isopenteni1adenina (SiP) e

Zeatina) o BAP foi a citocinina mais eficaz para promover a 

multiplicação de diversas espécies lenhosas.

Í0



il
0 regulador BAF' induz a formação de grrtnde número de 

brotaçoes, enquanto cinetina e 2iF' permitem apenas o 

crescimento normal sem brotaçoes múltiplas <HU e 

WAN6,í983). HASESAWA (1980); WEBB e VILLALOBOS (1987) 

também verificaram maior eficiência cie BAF' em relação à 

outras citocininas. REISCH (1986) em estudos com quatro 

genótipos de Vitis, obteve melhores resultados com o BAP, 

mas cada genótipo respondeu diferentemente à mesma 

concentração. Para algumas espécies as concentrações 

efetivas de BAP são baixas (0,2-1,0 mg/l) mas muitas 

espécies necessitam de concentrações mais altas (CHALUPA,

1987) .

Os meios de multiplicação podem ainda conter baixas 

concentrações de auxina. As mais freqüentemente utilizadas 

são o ácido naftal enoacético (ANA) e ácido indolbutírico 

(AIB), que podem estimular o crescimento (CHALUPA, 1987). 

Entretanto, em um grande número de casos a citocinina 

somente, é suficiente para uma taxa de multiplicação 

satisfatória (BHQJWANI e RAZBAN, Í9S3>. WEBB e VILLALOBOS 

(Í987) constataram em coníferas melhores resultados na 

multiplicação quando utilizavam somente citocinina. Em 

erva-mate os melhores resultados foram obtidos no meio HG " 

0,01 mg/l AIB + 3 mg/l 2iP, com 46% dos ápices formando

b r ot aç oes (REY e liüGR INSK I, i 988) .

0 efeito dos reguladores de crescimento pode ser 

significativamente modificado pelo meio de cultura

utilizado (BONGA, 1985; McCOWN e SELLMER, 1987). A

interação entre auxina e citocinina na indução de brotaçoes 

pode ser afetada por: a) os níveis de reguladores de



IE
crescimento endógenos podem tev efeito inibitório na 

organogênesej b) as condiçoes de cultura, envolvendo 

fatores nutricionais e físicos <DODDS e ROBERTS, Í982; 

HINOCHA, í987 ) .

JOHN e MURRAY <í98í) citados por JOHN e WEBB (Í987)e 

const at ar aní que ao se subcult ivar segmentos apicais e 

segmentos axilares de Picea sitchensis o desenvolvimento 

era diferente, a taxa de multiplicação de segmentos apicais 

era maior que a taxa de segmentos axilares. HASEGAUA (Í979) 

também verificou que ápices de roseira apresentavam maior 

capacidade de multiplicação quando comparados com gemas 

1 at erais.

As taxas de multiplicação dependem do número de

subcultivos (SOMMER e WETZSTEIN, Í987). CHALUPA <1987)
£>

verificou, em Salix alba que a formação de brotos múltiplos 

ocorreu após a terceira transferência para o meio Woody 

Plant Medium (WPM) com 0 , 2-i , 0 mg/I de E<AP .

A exposição à diferentes reguladores de crescimento 

provavelmente dá início a uma sequência programada de 

eventos na célula, que resulta na regulação do padrão de 

divisões celulares que conduz á formação de raízes ou 

gemas. A função dos reguladores de crescimento na 

morfogênese pode ter as seguintes características: í) Os

efeitos dos reguladores de crescimento não são específicos 

em muitos casos . Alguns reguladores de mesma classe (por

eJQHN, A.,- MURRAY, B.W. Micr op r opagat i.on of Sitka spruce. 
In: Proc. IUFRO Sect. 52015. Int. Workshop "In Vitro" 
cultivation for tree species, Fontaineb1eu, i98i, p .65-
70. Citado por-, .JOHN, A.; WEBB, K.J. Sitka spruce 
(Picea sitchenses (BONG.) CARR.) In: BONGA, J.K.j
DUEZAN, D.J. Cell and tissue culture in forestry. 
Martinus Nijhoff Publishers, Í987. p. 30-4i .



exemplo, auxinas diferentes) podem elucidar respostas 

mor f ogenét icas diferentes em um dado tecido. c.) Algumas 

respostas morfogenéticas são causadas pela combinação de 

dois ou mais reguladores em certas concentrações,

entretanto, outras concentrações dos mesmos reguladores 

podem não ter o mesmo efeito ou. ter um efeito

qualitativamente diferente. 3) Existe uma fase iag de

alguns dias até uma semana entre o tratamento com os

reguladores e a resposta morfogenética nas culturas de

células de muitas plantas. 4) Em muitos casos, um

tratamento sequencial com mais de um regulador é mais

efetivo na indução da morfogênese do que um tratamento 

simultâneo com os mesmos reguladores. 5) Huitos reguladores 

são rapidamente metabolizados em componentes

fisiologicainente inativos. 6) Muitos reguladores não causam

diferenças qualitativas nos processos d.e transcrição e 

tradução em sistemas isolados, entretanto, informações 

nessa área são escassas até o momento. 7) A sensibilidade 

das células da mesma planta ou de células que crescem em 

cultura varia significativamente de tempo em tempo com o(s) 

mesmo(s> regulador(es) (MINQCHA, Í987).

Altas concentrações de BAF' podem induzir a formação 

de rosetas. GOMMEE e WETZSTEIN <í987> constataram em 

Li quiefambêir styraciflua que brotaçoes que permaneceram na 

forma de rosetas não enraizaram. BALL. < Í987) também 

verificou em Sequox-a que após dois ou três meses em meio 

de multiplicação, as brotaçoes apresentavam-se como 

rosetas. Essas brotaçoes alongaram após serem cortadas e 

introduzidas em meio sem citocinina e contendo carvão
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ativado e auxina. A adição de carvão ativado (0,í-í,0%> no 

meio de cultura tem se mostrado benéfica durante a 

multiplicação CTHORPE e PATEL, í?84). 0 carvão ativado tem 

sido útil nessa fase em função de sua capacidade de reter 

concentrações excessivas de reguladores e compostos tóxicos 

que inibem a storfogênese CFRIBBORG et ai . , Í978) . CHALUPA 

(Í987) obteve com Castanea sativa um grande número de 

brotaçoes multiplicadas em meio contendo í~2 mg/l de BAP, 

porém essas brotaçoes não alongaram. Concentrações de BAP 

entre 0,í e 0,5 mg/l resultaram na multiplicação e 

alongamento dessas brotaçoes. KRIKORIAN e KANN (Í9S7) 

avaliaram a interação entre carvão ativado e BAP no modo de 

crescimento de Sapiim. Os subcultivos em meios com altos 

níveis de BAP ocasionaram a necrose e a perda das culturas, 

mas quando estas foram transferidas para um meio onde a 

proporção de BAP foi mais baixa com relação à proporção de 

carvão ativado, o escurecimento foi minimisado.

ANDER3QN ÍÍ984) constatou que muitas culturas de 

Rhododendron tornavam-se cloróticas ou. morriam nos segundo 

e terceiro subcultivos no meio MS. REY e MOGRINSKI (Í988) 

verificaram em erva-mate que cipós o segundo subcultivo em 

meio MS ou MS/S, que as brotaçoes pararam de crescer e as 

folhas adquiriram uma coloração marrom, enquanto que no 

meio MS/4 as brotaçoes continuaram crescendo lentamente.

Um aumento nas concentrações de citocinina pode 
resultar em anormalidades morfológicas, como Folhas 

mal formadas em Begônia <FONNESBECB, i?74>. WIEÜHETECK 

<í990> verificou em Euca Iyptus vintinalis que concent rações 

mais elevadas de BAP mostravam-se prejudiciais para a

Í4



qualidade das brotaçoes. Sob tais condiçoes verificou-se um 

maior número de brotaçoes com tamanho reduzido e atípicas 

com folhas túrgidas, arredondadas e entumescidas, gemas 

múltiplas não desenvolvidas e ocorrência de gemas no ápice 

de hastes espessas.

A vitrificaçáo é uma desordem fisiológica que afeta 

frequentemente plantas durante a propagaçáo vegetativa in 

vitro. Geralmente os caules de brotaçoes vitrificadas sáo 

espessos e trans 1úcidosi as folhas sáo espessas, 

enrrugadas, encurvadas e freqüentemente muito alongadas e 

quebradiças (KEVERS et a/., Í984; VIEITEZ et a/., í985;

PASQUALETTO et a/., Í98Ó; GASPAR et a/., Í987j BOTTCHER et

a/., í988).

Em muitos casos, Folhas vitrificadas não possuem 

tecido paliçadico, mas somente tecido lacunosoco® grandes 

espaços intercelulares e muitos vacúoios. As folhas

apre4sentam menor incidência de estrias ep icut icu.í ar es e de 

uma forma descontínua e poucos estômatos quando comparadas 

com folhas normais. Entretanto, os sintomas de vitrificaçáo 

podem náo ser os mesmos em todas as plantas (GASPAR et si., 

Í987). A deposição das estrias epicuticulares sáo

significativamente diferentes em espessura e na composição 

em folhas vitrificadas quando comparadas com folhas normais 

(ZIV,Í991).

3.5 ENRAIZAMENTO

As percentagens de enraizamento aumentam com a

reduçáo das concentrações de sais no meio de cultura. 

Embora as variações sejam inúmeras conforme a espécie e o
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método de enraizamento, diluições de 1/2, í/3 e i/4 da 

concentração salina do meio de KURASHIGUE e SKOOG (MS) são 

■Frequentes nessa fase (BASEGAWA, 1980; BUR6UER et al , 1985;

CHALUPA, 1987; REY e MOGRINSKI, Í988). Formulações

originalmente mais diluídas como Uloody Plant Médium (WPM) 

têm sido mais eficientes na formação de raízes do que o 

meio MS (CHALUPA, Í987). Mesmo na presença de auxina, altas 

concentraçoes de sais tendem a inibir todas as fase de 

enraizamento, mas particularmente a de crescimento das 

raízes (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990).

A formação de raízes é estimulada pelas auxinas, e as 

mais freqüentemente utilizadas são AID e ANA (CHALUPA, 

í987; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990) . REY e MOGRINSKI (1988) 

verificaram uma taxa de 50% de enraizamento de brotaçoes de 

erva-mate obtidas in vitro quando foram assepticamente 

tratadas com 100 mg/l de ANA durante 4 horas e em seguida 

cultivadas em MS/4. Para algumas espécies lenhosas, como 

Fr unas aviam e Castanea sativa, o enraizamento tem sido 

proposto em duas fases-, induçáo e desenvolvimento das 

raízes. As raízes são induzidas em um meio de cultura com 

altas concentrações de auxinas, e posteriormente o 

alongamento das raízes se dá em um meio sem auxina 

(CHALUPA, 1987). Com as cultivares Mc. Intosh e Delieious 

de macieira, LANE (1978) induziu o enraizamento em meio 

HS/2, contendo 2 mg/l de ANA. Após quatro semanas, 

formaram-se muitas raízes e pouco calo. As brotaçoes foram 

transferidas para um meio sem reguladores de crescimento 
durante três semanas, para o desenvolvimento das raízes. 

RIBAS (1991) obteve com macieira, 95,24% de enraizamento e



uma média de 7,9 raízes por brotação em meio de indução 

contendo 0,E mg/l de AIB durante 6 dias e após esse 

período, as brotaçoes foram transferidas para o meio de 

desenvolvimento por um período de 9 dias.

0 estímulo para a formação de raízes adventícias é 

acionado pela auxina e a concentração necessária para tal é 

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

e GALSTON, Í973). Segundo JAMES e THURBON (Í979), o AIB 

exerceu um efeito inibidor no alongamento das raízes, sendo 

que a presença contínua de auxina contribuiu para reduzir 

significativamente o número de raízes produzidas. GRAÇA et 

al <í988) trabalhando com estaquia de erva-mate, 

verificaram que o uso de AIB em uma concentração mais 

elevada (1.0.000 ppm) não foi benéfica ao enraizamento. Esse 

efeito foi mais visível para as secções apical e basal das 

estacas, onde foi observada uma redução do enraizamento, em 

relação à concentração de 8.000 ppm. Isto sugere que a 

utilização de uma concentração excessiva de AIB pode ser 

tóxica para a iniciação e desenvolvimento do sistema 

radieia1 dessas estacas.

Um grande número de diferentes espécies tem 

enraizado mais rapidamente quando carvão ativado é 

adicionado no meio de cultura posterior à indução, ou seja, 

na etapa do desenvolvimento das raízes (GEORGE e 

8HERRIWGTON, Í984; GUPTA e MASCARENHAS, 1987). Segundo

CHALUPA (1987), as maiores percentagens de enraizamento de 

Castanea eat iva foram obtidas quando as brotaçoes foram 

colocadas em meio MS/E + 3 mg/l de AIB por ÍE dias e após

esse período, as brotaçoes foram transferidas para um meio
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sem auxina e na presença de carvão ativado. Tambéiifi para 

Acer pseudaplatsnus e ôuercus suber a utilização do carvão 

ativado melhorou as taxas de enraizamento. As concentracões 

de carvão ativado utilizadas nos meios de cultura variaram 

entre 0,1 e 2%. 0 carvão ativado simula a condicão de 

escuro no qual as raízes normalmente se desenvolvem melhor, 

e também tem efeito diluidor, retendo parte de todos os 

elementos que compõem o meio de cultura, absorvendo o 

excesso de AIB e compostos tóxicos inibidores do 

enraizamento (SNIR e EREZ, 1980; GIIORGE e 8HERRINGT0N, 

1984; GRATTAPAGLIA, 1990).

3.6 DESCRIGaO COMPARATIVA DA SUPERFÍCIE FOLIAR

As peculiaridades que distinguem as plantas 

pertencentes aos diferentes habitats evidenciam-se 

acentuadamente nas folhas (ESAU, 1974; NAPP-Z J.NN, 1984/88; 

CUTTER, 1987).

WETZSTEIN e SOHHER (1982) em seu trabalho com 

anatomia -Foliar de Li quiéa/wbar ãtyraci flua durante a 

ac 1imatizacão, constataram a influencia dos fatores 

ambientais na anatomia fpliar.

Apesar da morfologia da cutícula ser resultado do 

controle genético, a configuração, distribuição e tamanho 

das estrias epicuticulares podem ser modificadas

significativamente pelas condições ambientais (BAKER,

1988). Plantas que crescem em umidade relativa alta tem 

estrias epicuticulares pouco desenvolvidas (SUTTER e 

LAHGMAN3, 1979; BRAINERB, 1981; WETZSTEIN e SOHHER, 1982;

SHJ.TH et a!., i98ó). Estudos mais recentes indicaram que a
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í V'
estrutura cristalina das estrias epicuticulares em folhas 

de plantas micropropagadas era significativamente diferente 

das folhas de plantas cultivadas em casa de vegetação 

(PREECE e SUTTER, l??í>.

F‘lantas cultivadas in v i t r o  desenvolvem células 

epidérmicas com paredes anticlinais sinuosas, o qúe não 

ocorre em plantas que crescem naturalmente ou em casa de 

vegetação <WETZSTEIN e SOMHER, í983>. Essas modificações 

anatômicas, podem ser conseqüência do confinamento, alta 

umidade e intensidade luminosa relativamente baixa do

ambiente de cultura, e também podem ser comparadas às

modificações que ocorrem entre folhas de sol e folhas de 

sombra (SHITH et al, i?Q6> . SGLEREDGR <Í908> afirma que 

células epidérmicas com paredes anticlinais curvas ou

sinuosas são encontradas especialmente em espécies que

crescem eus habitat úmido, enquanto que células epidérmicas 

com paredes anticlinais retas são comuns em espécies que 

ocupam um habitat seco. MERUUJ.A ÍÍ99Ô) constatou a partir 

de comparações com folhas de sol e folhas de sombra de 

Colubrina glandtdosa, que as paredes anticlinais das 

células epidérmicas abaxiais das folhas de soi são

levemente curvas enquanto que as das folhas de sombra são 

marcadaniente sinuosas .



4. MATERIAL E MÉTODOS

4.i MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram o de MURASHIGE e 

SKOQG (í96c) preparado segundo VASIL e HIL.DEBRANDT CÍ96Ó), 

referido como meio MS e o de LLOYD e McCOWH (198Í), 

referido como WPM. As coiriposiçoes dessas formulações sáo 

listadas na Tabela í.

Em todas as fases os meios de cultura foram 

preparados com água deionizada. Após o preparo e antes da 

autoc1avagem, o pH dos meios de cultura Foram ajustados em

5,7 com NaOH ÍN ou HC1 iN .

Gs meios de cultura foram distribuídos em tubos de 

ensaio com capacidade para 40 ml (20 mm de diâmetro e Í50 

mm de comprimento), com 8 ml do meio de isolamento em cada 

um. Nas demais fases utilizou-se frascos com capacidade 

para 2í0 ml (60 mm de diâmetro e 85 mm de comprimento), 

foram colocados 35 ml de meio por frasco. Os tubos de 

ensaio foram vedados com papel alumínio, e os frascos, com 

tampas de polipropileno resistentes a altas temperaturas.

Os meios de cultura foram autoclavados sob pressão de

1,5 atm e temperatura de i20°C, durante £0 minutos.
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TaLela 1. CoeposicSo do neio dp cultera KFK (1981) e MS (1962), preparaio segundo VASIL 
e HILDEE BAHBT (1966).

Componentes
HFK

concentrac&es
(eg/l)

HS

KH4HO3 468,066 1658,888
Ca(H03)2.4H20 556,088 -
KHO3 - 1900,680
Ca.Cl2.2K2O 96,888 448,888
KgS04.7H20 378,888 378,688
KH2FO4 178,888 176,888
K2SO4 998,888 -
KnS04.4H20 22,388 22,388
ZnS04.7H20 8,688 8,666
K3BO3 6,288 6,288
CuS04.5K20 8,258 8,825
K3.2K0O4 .2H2O 6,258 6,250
FeSG4.7H20 27,858 27,858
Ks2EBTA 37,258 37,258
KI - 6,630
CoC12.6H20, - 8,825
Tiaisina 1,888 8,588
Firidoxina 8,588 6,568
ac. nicotinico 8,588 6,588
Mio-inositol 189,880 108,888
Clicina 2 ,8 8 8 2,088
Sacarose 38.688,888 38.888,688



4.2 CONDIÇoES AMBIENTAIS DAS CULTURAS

Nas fases de isolamento do material vegetal, 

multiplicação e enraizamento, as culturas foram mantidas em 

sala de incubação, sob controle de fotoperíodo, 

luminosidade e temperatura. 0 fotoperíodo foi de íó horas, 

sob a intensidade de 2000 lux, fornecida por lâmpadas 

fluorescentes branca-fria e "Sylvania" GRO-LUX F40/Í2. Os 

tubos de ensaio e frascos com as culturas foram mantidos em 

prateleira a 35 cm de distância das lâmpadas. A temperatura 

ambiente mantida em 25

4.3 FONTE DE EXPLANTES

A fonte de explantes utilizada foi um lote de 350 

mudas de Ilex paragaariensis St. Hil. com dois anos de 

idade, procedentes do viveiro de Leão Jr. S.A. no Município 

de Teixeira Soares~F'R. As mudas matrizes foram plantadas em 

sacos plásticos em casa de vegetação climatizada, modelo 

Van der Hoeven, instalada no Setor de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal do Paraná.

As mudas receberam -pulverizações semanais com 

fungicida BENLATE (Benomyl) na concentração de 2 g/l por 

aplicação durante todo o período de coleta de explantes, no 

ano de 1990.

4.4 DESI.NFESTAÇàO E ISOLAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As brotaçoes coletadas em casa de vegetação foram 

cortadas e as folhas foram retiradas. As brotaçoes foram 

então lavadas em água com detergente e enxaguadas.



0 agente Gesinfestante utilizado foi o hipoclorito de 

sódio (NaOCl> nas eoncentrações de 5, Í0 e 15% (5% de cloro 

livre) com diferentes períodos de exposição às soluções (Í0 

e 15 min). Nas soluções de hipoclorito de sódio foi

adicionado o adesivo espalhante Tweer* 20 na concentração de 

0,01%. Posteriormente, em câmara de fluxo laminar, 

procedeu-se a lavagem dos explantes em água deionizada e 

esterilizada por quatro vezes, permanecendo os explantes 

imersos em água deionizada e esterilizada até o isolamento.

Ho isolamento, as brotações foram cortadas em 

segmentos apicais e medianos com aproximadamente 3 cm, e 

introduzidos individualmente em tubo de ensaio contendo o 

meio básico MS. Em seguida, os explantes foram transferidos

para a sala de incubação. Esse experimento foi realizado noc.
mês de setembro, foram utilizados 70 explantes por 

tratamento. Após 4 semanas foram avaliadas as percentagens 

de sobrevivência, .oxidação e contaminação por fungo e

bactéria. Através de testes preliminares realizados ao

longo de £ anos, verificou-se ser a primavera o melhor 

período para o isolamento dos explantes.

4.5 OBTENCSO DE BROTAÇÕES MÚLTIPLAS

Com o objetivo de encontrar um meio eficaz para a 

obtenção de brotações múltiplas, foram estabelecidos três 

experimentos diferentes. Os explantes utilizados foram 

brotações oriundas da fase de isolamento e que apresentavam 

de £' a 3 cm de comprimento.

0 primeiro experimento consistiu dos seguintes

tratamentos: Tí= WPM; T2= MS* T3= WPM+2 mg/l de 2iP; T4=

£3



MS+2 iTig/1 de 2iP; T5= WPH+2 mg/l de Zeatina; Tó= MS+2 mg/l 

de Zeatina; T7= WPM+E mg/l de BAP; TB= HS+2 mg/l de BAP.

Foram utilizados segmentos apicais, e o número de 

amostras variou entre 15 e 30 expiantes por tratamento. A 

taxa de brotaçoes múltiplas foi avaliada através da 

contagem do número de brotaçoes aproveitáveis por expiante, 

após um mês. Foram consideradas aproveitáveis as brotaçoes 

com medidas de comprimento igual ou superior a 0,5 cm. As 

avaliações estatísticas da multiplicação foram feitas pelo 

teste de Comparações múltiplas de Kruskaï-Wal1 is (KW).

No segundo experimento, foram avaliados três 

subcultivos no mesmo meio de cultura. Os expiantes 

utilizados foram segmentos sub-apicais. 0 número de

amostras variou entre í5 e 40 expiantes por tratamento. Os 

tratamentos empregados foram: Tí= WrH+2 mg/l de BAP; T£~-

MS+E mg/l de BAP; 13— WPM+2 mg/l de BfíP+0,20 mg/l de AIE'; 

T4= MS+2 mg/l de BAP+0,05 mg/l de AIB; T5= WPM+2 mg/l de 

BAP+0,20 mg/l de AIB; Té= HS+2 mg/l de BAP+0,20 mg/l de 

AIB; T7= WPM+2 -mg/l de BAP+0,30 mg/l de AIB; T3= HS+2 mg/l 

de BAP+0,30 mg/l de AIB.

As culturas foram avaliadas após 30, 60 e 90 dias de 

incubaçáo com relação ao número de brotaçoes múltiplas e 

aproveitáveis por expiante. As taxas de multiplicação foram 

avaliadas pelo Teste de Kruskal-Wal1 is (KW) e análise de 

regressão.
Testes préliminaires demonstraram um melhor aspecto e 

desenvolvimento das brotaçoes nos meios de cultura na 

presença de carvão ativado. Após o terceiro subcultiva em 

meio de multiplicação com BAP, uma grande percentagem de
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brotaçoes apresentavam-se atípicas. Devido a esses 

resultados, -Foi realizado d terceiro experimento,

empregando-se baixas dosagens do regulador de crescimento

BAP e a utilização do carvão ativado, visando-se a obtenção 

de brotaçoes múltiplas e com um bom desenvolvimento.

0 número de amostras variou entre £5 e 40 explantes 

por tratamento. Os tratamentos -foram os seguintes: Tí =

WPM+0,5 mg/l de BAP; T£= MS+0,5 mg/l de BAP; T3~WPM+0,5

mg/l de BAP+Í g/l de carvão ativado; T4- liS+0,S mg/l de

BAP+í g/l de carvão ativado; T5= WPM+i mg/l de BAP; 16=

liS+í ing/1 de BAP; T7- WPM+Í rag/1 de BAP+i g/l de carvão

ativado; 18= liS+i. mg/l de BAP+Í,0 g/l de carvão ativado.

Foram utilizados segmentos axilares e as culturas 

foram avaliadas após 30, 60 e 90 dias de incubação no mesmo 

meio de cultura, com relação ao número de brotaçoes 

múltiplas e aproveitáveis por explante. As taxas de 

multiplicação foram avaliadas pelo Teste de Kruskal-Wal1 is 

(KW) .

4.ó ENRAIZAMENTO E TRANSPLANTE UAS MUDAS

As brotaçoes ut ilizatías como exp1 antes nessa f ase 

apresentavam comprimento variável entre £ e 3 cm, foram 

obtidas da. fase de multiplicação. As brotaçoes tiveram as 

extremidades cortadas em forma de cunha.

Testes preliminares, utilizando-se os meios IIS e WPIi 

com variações nas concentrações dos sais minerais, 

demonstraram que WPM/S proporcionou maior percentagem de 

enraizamento. Em função desses resultados, esse experimento 

foi realizado utilizando-se o meio WPH/ri, variando-se as



Eó
concentrações, de AIB (0,3,4 e 5 mg/l) e ao Final de 30 dias 

■Foi avaliado o enraizamento. Nesse experimento, também foi 

realizado o enraizamento em duas fases, que consistiu de 

dois meios de cultura, ambos WPfi/E. Na primeira fase (meio 

de indução) foi adicionado 0,3,4 e 5 mg/l de AIB e no 

segundo (meio de desenvolvimento), foi acrescentado ao meio 

básico í g/l de carvão ativado. As brotaçoes foram mantidas 

em meio de indução durante ÍE dias e depois transferidas, 

para o meio de desenvolvimento por um período de í8 dias.

Em cada tratamento empregaram-se 30 explantes. As 

avaliações estatísticas das percentagens do enraizamento 

foram feitas pelo Teste de Kruskal1-Wal1 is (KW) e Análise 

de variância com estudo de regressão por meio cie polinómios 

ortogonais. Foram ainda avaliados o número médio de raízes 

por explante.

âs brotaçoes foram retiradas dos frascos de irieio de 

enraizamento, após 30 dias.; as raízes foram lavadas com 

água e cortadas, quando ultrapassavam í cm de comprimento. 

Algumas folhas também foram cortadas.

0 transplante foi feito em bandejas de semeadura com 

terra» e as mudas foram irrigadas diariamente, até 4 vezes, 

durante os 7 primeiros dias. Esse procedimento foi 

realizado em casa de vegetação modelo Van der Hoeven.

4 . 7 BE S C R IÇ'Á0 CO H PARA TIV A DA S UPERFÍCIE FOLIA R
Observações realizadas durante a fase de 

multiplicação (presença de folhas atípicas) levaram a uma 

descrição comparativa da superfície foliar.



0 material botânico utilizado para a descrição

comparativa da superfície foliar de 27e,v paraguariensis 8t . 

Mil. foi baseado em amostras de plantas cultivadas em casa 

de vegetação, amostras de plantas cultivadas in v i t r o  

normais e ainda amostras de plantas cultivadas in v i t r o

mas, que se apresentavam atípicas (folhas não

desenvolvidas, espessas e quebradiças).

0 estudo foi realizado a partir de folhas adultas, 

provenientes do quarto nó, contando do ápice em direção à 

base. As amostras foram fixadas em Farmer-Carnoa modificado 

BERL.YN-HIKSCHE (Í976), ou seja, em solução de álcool 

etílico 3: i ácido acético glacial, durante 24 horas,

seguida de 3 trocas em álcool absoluto a cada 2 horas.

0 material foi então desidratado via ponto crítico de 

CO. no equipamento Balzers CPD--0Í0, a seguir, o material 

foi montado em suporte metálico e submetido à metalizaçáo 

em equipamento Balzers Sputter-ing SCD-030. As amostras 

foram examinadas e fotografadas ao microscópio eletrônico 

de varredura SEM 505 Philips. Todas essas etapas foram 

realizadas com equipamentos pertencentes ao Centro de 

Microscopia Eletrônica da Universidade Federal do Paraná.

A descrição do material a nível de microscopia óptica 

foi realizada a partir de cortes paradérmicos, diafanizados 

em hipoclorito de sódio 20%, lavados, em seguida corados 

com vermelho congo. A montagem de lâminas semipermanentes 

foi feita em g1ic er ina 50% en t r e 1âmina e 1 amí nu1 a e 

vedados com esmalte sintético incolor. Os desenhos foram 

executados em microscópio fotônico Olympus CBB com auxilio



, 28 de câmara clara. As escalas foram projetadas nas mesmas
condições em que foram realizados os desenhos.

Para a classificação dos estõmatos adotou-se a
terminologia de METCALFE e CHALK (Í950).



5. RESULTADOS E DISCUSS2SO

5.i DESINFE3TAÇ&0 DO MATERIAL VEGETAL

5.Í.Í Contaminação

A imersão dos explantes durante 15 minutos em solução 

de hipoclorito de sódio a í5%, foi o tratamento mais

efetivo, resultando em uma percentagem de contaminação que 

foi de 14,5 para bactérias e 5 , / % par a f u n g o s . b. s s e s 

resultados são similares aos verificados para o período de 

exposição de 10 minutos com a mesma concentração de 

hipoclorito de sódio (Tabela 2).

N a m e s in a t a b e 1 a p o d e - se ta m b é m o b s e r v ar, u m a

tendência de maior contaminação dos explantes para os

menores períodos de exposição ao hipoclorito de sódio. Gs

tratamentos com i0 e i5% de hipoclorito ue sódio durante 5 

minutos de exposição resultaram nas maiores percentagens de 

contaminação comparativamente aos períodos oe Í0 e Í5 

minutos .

Ainda de acordo com a tabela 2 é possível verificar 

que, em todos os tratamentos a contaminação por bactér ias 

foi maior com relação à contaminação fúngica, isso poderia 

ser atribuído ao uso do fungicida BLNL.A TL (benomyl) durante 

todo o período que antecedeu ao isolamento. HALDEMAN eí 

a/.(1987) também reduziram a taxa de contaminação Fúngica 

em Camellia sinensis e Ca me 11 ia Japonica usando benomyl.



Testes preliminares realizados ao longo do ano, 

demonstraram variações muito grandes das taxas de 

contaminação em função da época do ano. Vários experimentos 

efetuados durante o inverno resultaram em até í00% de 

contaminação. Os melhores resultados foram obtidos durante 

a primavera que é a fase afciva de crescimento da planta, 

reduzindo dessa forma o tempo de contato aos agentes 

contaminantes. A primavera como melhor período para o 

isolamento de espécies lenhosas é também confirmada por 

SNIR e EREZ (Í980), CHALUPA Í198Í) e HcCOWN e McCOWN 

(í987).
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TftiElft 1. Efeito la concentração le óipoclorito le sólio e periolo le exposição na lesinfesta 
çSo le expiantes nolais le ]lsx pàrêgtiãrie/ísis St. Hil., durante o ais le seteelro. 
Iro

periolo.le contaminação oxidação soireoivénciaexposição lacteria fungo
(fain .) (•/) (y.) (z )

1 16 5 46 11,4 1,4 47,2
2 16 16 24,2 7,1 2,8 65,3
3 16 15 1?,1 7,1 7,i 68,7
4 15 5 35,7 16 1,4 52,9
5 15 16 15,7 5,7 5,7 72,3
6 15 15 14,2 5,7 11,4 68,7

Tratasentos HaClO 

<Z>



5. í . 2 Oxidação

A imersão dos explantes durante 15 minutos em solução 

de hipoclorito de sódio a 15% provocou a maior percentagem 

de oxidação (íí,4%). As menores taxas de oxidação (1,4%) 

foram obtidas com os tratamentos 1 e 4, onde o tempp de 

exposição ao hipoclorito de sódio foi menor, ou seja, 5 

«linut os .

Após a desinfestação, os explantes foram imersos em 

água deionizada e esterilizada e foram introduzidos em tubo 

de ensaio rapidamente após serem cortados, reduzindo dessa 

forma o tempo de contato com o ar. Essas foram medidas que 

certamente reduziram os percentuais de oxidação nesse 

trabalho.

Esses resultados são distintos daqueles obtidos por 

REY e MOGEINSKl (1988) que verificaram uma alta percentagem 

de oxidação (40%) em explantes dessa espécie, oriundos

também de mudas de 2 anos de idade, que foram desinfectados

em uma solução de etanol 70% durante i minuto e

posteriormente em uma solução comercial de água de 

lavandina (2% de NaOCl) durante £5 minutos. Em testes 

preliminares, observou-se um aumento das taxas de oxidação 

dos explantes quando se utilizava concentrações de 

hipoclorito de sódio além de 15%, e também, quando o 

período de exposição ao agente desinfestanfce era maior que 
io minutos. Isso pode ser explicado pelo fato de que o

agente desinfestante pode danificar os tecidos do explante, 

provocar a oxidação e morte do mesmo. A utilização de 

etanol 70% durante í minuto como um pré-tratamento para a

3 Í



desinfestação , também, aumentou as taxas de oxidação e não 

diminuiu a contaminação.

As menores taxas de oxidação estão associadas às 

maiores taxas de contaminação. Isso pode ser atribuído à 

utilização de concentrações mais baixas de hipoclorito de 

sódio ou aos menores períodos de permanência na solução 

desinfestante. Esses tratamentos não causaram injúrias aos 

tecidos, no entanto, -Foram ineficazes para a desin Festação.

5.Í.3 Sobrevivência

Os melhores resultados quanto a sobrevivência dos 

explantes, foram apresentados pelos tratamentos que 

utilizaram i® ou 15% de hipoclorito de sódio durante os 

maiores períodos tíe exposição (i® e i5 minutos), com 

valores percentuais muito próximos (72,9 e 68,7%) conforme 

a Tabela 2.

0 tratamento menos eficaz foi o qual utilizou 

hipoclorito de sódio a í®% durante 5 minutos, onde obteve- 

se uma taxa de sobrevivência de 47,2%. As taxas de 

sobrevivência estão diretamente relacionadas às taxas de 

contaminação, visto que os explantes contaminados foram 

considerados como explantes inadequados para as demais 

etapas in vitro. A oxidação dos explantes não teve grande 

influência nas taxas de sobrevivência devido aos baixos 
índices de oxidação.



Figura i Segmento segmento nodal de

St. Hil., após dias em meio de isolamento.
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5.E OBTENCÍSO DE BROTAÇoES MÚLTIPLAS

5.2.í Experimento í

A adição de citocinina no meio de cultura foi 

fundamental à indução de brotaçoes múltiplas de Ilex 

paraguariensis St. Hil. cultivadas in vitro. Observa-se na 

Tabela 3 que na ausência dessa classe de reguladores de 

crescimento não ocorreu a formação de novas brotaçoes.

A analise dos resultados obtidos com a adição de 

2mg/l dos reguladores de crescimento BAP, Zeatina e SiP 

após o primeiro mês de cultivo, revelou que a adição de BAP 

mostrou-se mais eficiente na indução de brotaçoes do que as 

outras citocininas testadas Esses resultados estão de 

acordo com os obtidos por HASEGAWA, 1980; CHALUPA, 1987 e 

HEBE? e UILLALOBOS, 1987, com varias espécies lenhosas, onde 

esse regulador de crescimento induziu melhores resultados 

na multiplicação comparativamente a outros reguladores. No 

entanto, REY e HGGRINSKI (1988) não confirmam estes 

resultados para Ilex paraguariensis St. Hil., com maior 

percentagem (46%) de ápices que formaram brotaçoes na 

presença de 3 mg/l de 8:iP+0,0i mg/l de AIA, enquanto que na 

presença de 3 mg/l de BAP+0,01 mg/l de AIA a percentagem 

foi de 20%. Esses resultados distintos encontrados para a 

mesma espécie, podem ser atribuídos à utilização de 

concentrações diferentes dessas duas citocininas e à adição 

de auxina. Além disso, existe a relação entre as 

concentrações endógenas de reguladores de crescimento na 

planta c o m as cone e n t r a ç o e s d e r e g u. 1 a d o r e s no meio de



I.ou
cultura, e que essa relação pode interferir no resultado 

final (DOÜDS e ROBERTS,í982). Algumas respostas 

raorfogenéticas podem ser causadas pela combinação de dois 

ou mais reguladores em certas concentrações, e que outras 

concentrações dos mesmos reguladores podem não ter o mesmo 

efeito ou ter um efeito^ qualitativamente diferente 

(MINOCHA, í987).
A utilização de £ mg/l de BAF' resultou em um número 

médio de brotaçoes no meio MS de £,43 e no meio WPM o 

número médio de brotaçoes foi de £,£8, sendo que a 

diferença não foi significativa para os meios MS e WPM 

(Teste de KW, H=ô,9£). Esses resultados concordam com 

SOMMER e WETZ3TEIN <i?87), que afirmam que a taxa de 

multiplicação nos primeiros subcultivos é baixa.

IfiTíLfi 3. fíultiglicaçao de Irotaçoes de llex psngsir iensis St. Hí 1., sulsetidas a vari
aç8es de reguladores de crescimento e eeio de cultura, apôs UB uês .

legaladores de cresc-isentc feios de cultura

(2eg/l) KPB KS

Ausência de reguladores @,83 a 8,88 a
(38) (38)

2íf 1,48 \ 1,88 1

(25) (15)
Zeatina 1,52 i 1,73

(25) (15)
10 2,28 c 2,43 c

(25) (38)

Rêdia 1,2381 1,4111
lesvio Padrão 1,8333 1,2876
R 78,6843 67,8283
ïacanliO da aiíostra 185 38

8 valor entre parênteses corresponde ao nüeero de expiantes avaliado;
letras distintas diferes entre si ao nivel de significãncia indicado pelo Teste de
CoEparaçtíes Util t i  pias de KW;

ase significativo ao uivei de l'/. de protóilidade pela prova de Kk‘.



5.2.2 Experimento £

No segundo experimento, utilizou-se os meios HS e WPM 

acrescidos de 2 mg/l de BAF‘ e AIB nas concentrações de 

0,06i 0,05; 0,20 e 0,3 mg/l, durante 3 subcultivos.

0 tratamento que propiciou a maior taxa de brotaçoes 

múltiplas de erva-mate -foi o que combinou o uso de 2 mg/l 

de BAF' no meio UFii e no terceiro subcultivo, com média de 

3,75 brotaçoes multiplicadas por explante (Tabela 4).

Não houve diferença significativa na obtenção de 

brotaçoes múltiplas paira os meios de cultura MS e WF'H 

(Teste KW, H=í,33).

Os meios de cultura utilizados para a obtenção de 

brotaçoes múltiplas podem conter baixas dosagens de auxina, 

a qual pode estimular o crescimento (CHALUPA, 1987). As 

concentrações de AIB adicionadas, mostraram efeitos 

diferentes para os meios MS e UF‘M . Há um decréscimo linear 

do número de brotaçoes para o meio WPH (F' = 9,Í6> à medida 

que se aumentou as concentrações de AIB. Enquanto que, no 

meio MS observou-se uma tendência de aumento no número de 

brotaçoes com o aumento das concentrações de AIB (F-í£,i7). 

Esse resultado inverso entre os meios li3 e WPH pode ser 

atribuído à composição diferente desses meios de cultura. 0 

meio WPM é u.ma formulação mais diluída quando comparada à 

do meio MS, sendo que uma cias principais diferenças entre 

elas diz respeito aos teores de nitrogênio. HcCOWN e 

SELLMER (1987) afirmam que o efeito dos reguladores de­

crescimento pode ser modificado em função do meio de 

cultura utilizado. DOBDS e ROBERTS (1982) também afirmam



que a interação entre uma auxina e uma citocinina

adicionada ao meio de cultura é complexa e que fatores

nutricionais podem interferir no resultado Final. WEBB e

UILLALOBQS (Í9S7) consideram o uso de baixas dosagens de 

auxina associada a uma citocinina sem qualquer efeito sobre 

a multiplicação.

0 número de brotaçoes tendeu a aumentar em função do 

subcultivo (F=38,40 e F^iZ^ó) respectivamente para os 

meios WPM e MS. 0 efeito das citocininas não se restringe a 

uma subcultura, pois diversas vezes constata-se um efeito 

residual de uma subcultura para outra, aumentando assim as 

taxas de multiplicação (Figura 8). Foi observado que ao se 

subcultivar brotaçoes de erva-mate durante três meses

consecutivos, em meio de cultura acrescido de 3 mg/l de 

BAP, as brotaçoes adquiriram coloraçao clara e grande

percentagem destas com folhas atípicas (folhas espessas, 

encurvadas, quebradiças e que não se desenvolveram).

WIECHETECK (1990) verificou em Eacai iptus vimina i is

resultados semelhantes. FONNESBECH (i974) também observou 

•Folhas mal formadas em Begônia quando se aumentava as 

concenmtraçoes de citocininas.

As folhas consideradas atípicas podem ser folhas 

vitrifiçadas, embora não apresentem um aspecto vítreo ou. 

translúcido. A presença de folhas espessas, encurvadas e

quebradiças são características encontradas também em

Plantas vitrificadas (KEMERS et ai., í984j VIEITZ et ai., 

í9 8 5; PA S QU A LETT0 et a i ., í 986; GA8 PA R e t a i ., í 9 8 7; 

BOTTCHER et ai., 1988). Os sintomas de vitrificação não são 

idênticos em todas as plantas (GASPAR et ai., Í987).
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Além disso, entre as possíveis causas de vitrificaçáo 

está a utilização de reguladores de crescimento. GASPAR et 

ai. <í?87) afirma que a citocinina BAP, parece ser o fator 

essencial na inducáo da vitrificaçáo em macieira M 2 6 .
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TAFELft 4. Hiusero nédio de irotações de llex p&nge&riensis St. Hil., csltivadas in vitro 
nos eeios tIFR e HS, acrescido de 2 eg/1 de BAF e sainetidos às variações nas 
concentrações de AI1, en 3 sulcnltivos.

H P H H S

Sniccltivo \ AIB 0,88 8,85 8,28 8,38 6,88 8,65 8,26 6,38

1 2,7? 2,73 2,52 2,45 2,43 2,58 2,66 2,71
(35) (38) (36) (48) (39) (28) (38) (35)

2 3,21 3,28 2,93 2,39 2,85 2,75 3,28 3,25
(32) (29) (32) (38) (34) (16) (24) (31)

3 3,75 3,78 3,25 3,17 2,81 2,86 3,29 3,35
(23) (27) (31) (35) (32) (15) (24) (31)

Média 3,2185 3,1977 2,8389 2,8238 2,685? 2,6863 3,8256 3,8928
Desvio Padrão 1,2956 1,2539 l,e688 8,9288 8,9648 8,9485 1,8565 8,9138
Tasanlto amostra 95 36 99 113 185 51 78 97

Os valores entre parênteses correspondes ao nitnero de explantes avaliados.



Figura £ Brotação da subcultura de Ilex

paraguariensis St. Hil. após permanência de um mês no meio 

de multiplicação WF'H, contendo 2, €> mg/l de BAP.

3?
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5.2.3 Experimento 3

No terceiro experimento, empregou-se baixas dosagens 

de BAP <0,5 e 1;0 mg/l) e carvão ativado <0,0 e i,0 g/l) 

nos meios HS e WPM, durante três subcultivos.

0 tratamento que proporcionou o maior número de

brotaçoes multiplicadas foi o que combinou a utilização de 

i mg/l de BAP no meio WPM e na ausência de carvão ativado, 

com um número médio de brotaçoes de 2,33 por explante no 

terceiro subcultivo (Tabela 5). Os tratamentos nos quais se 

utilizou o meio de cultura MS com BAP nas concentrações de 

0,5 e í,0 mg/l e carvão ativado não apresentaram 

multiplicação.

Houve diferença significativa entre os meios de

cultura MS e WPM, pelo Teste de Kru.skal 1 -Wal 1 is efetuado, 

sendo superior a taxa de brotações múltiplas no meio WPM.

Houve também diferença significativa para as concentrações

de BAP e presença ou ausência de carvão ativado. A 

concentação de íirig/1 de BAP na ausência de carvão ativado 

proporcionou a melhor taxa de brotaçoes múltiplas. Isso 

pode ser atribuído ao fato de que o carvão ativado tem a 

capacidade de adsorver os componentes do meio de cultura, 

inclusive o regulador £*AP. As diferenças constatadas com os 

subcultivos não foram significativas, provavelmente isso 

ocorreu devido a utilização de baixas concentrações de BAP.

Embora esses tratamentos não tenham proporcionado

altas taxas de multiplicação, concentrações mais baixas de 

BAP e presença de carvão ativado roporcionaram um bom

aspecto das brotações, com folhas bem desenvolvidas e
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coloração verde-escura típica da espécie. Esses resultados

estão de acordo com os obtidos por WIECHETECK (Í990) com

Eucaliptus viminalis. Na presença de carvão ativado as

brotaçoes dessa espécie apresentavam-se alongadas e bem

desenvolvidas. THORPE e PATEL <i984>; KRIKORIAN e KANN

(Í987>; SOMHER e WETZSTEIN (Í987) também afirmam ser

benéfica a adição de carvão ativado no meio de cultura

durante a multiplicação. 0 carvão ativado tem capacidade de

reter concentrações excessivas de reguladores e compostos

tóxicos que inibem a morfogênese (FRIDBORG et aí., Í978).

Portanto, pode ser benéfico para brotaçoes, que permaneceram

por longos períodos em meio de multiplicação.

0 bom desenvolvimento das brotaçoes é importante na 

medida que proporcionará um enraizamento melhor e posterior 

transplante da muda. SÍMKER e WETZ3TEIN <i987> verificaram 

com Liquidambar styraciflua que brotaçoes que permaneceram 

na forma de rosetas não enraizaram.



IAIELA S. Efeito lo seio áe caltara, concentração áe SAP, sulcaltivo e presença áe carvão 
ativaáo solre s niisero ftèáio áe irotaçdes áe llex p&r&$u&r iensis St. Hí 1. cal- 
tivaáas in vitrc.

u r H K S

Carvão ativaáo(g/l) e 1 6 1

Salceltivo \ lAf(ig/l) 8,5 1,8 8,5 1,8 8,5 1,8 e,5 1,8

1 1,28 1,73 1,16 1,17 1,18 1,37 1,88 1,88
(25) (38) (25) (38) (48) (38) (38) (38)

2 1,48 2,28 1,16 1,1? 1,15 1,33 1,88 1,88
(25) (38) (25) (38) (48) (38) (38) (38)

3 1,48 2,33 1,16 1,1? 1,15 1,48 1,88 1,88
(25) (38) (25) (38) (40)O (38) (38) (38)

Hêdia 1,36 2,83 1,16 1,17 1,13 1,3? 1,88 1,88
Cesvio Padrão 8,54 1,48 8,37 8,3? 8,45 8,66 8,88 0,83
Tananho aeostra ?5 98 75 38 128 98 98 98

Os valores entre parênteses correspondei ao niusero nédio de expiantes avaliados.
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5.3 ENRAIZAMENTO E TRANSPLANTE DE MUDAS

Na tabela 6, pode-se verificar qu.e o melhor resultado 

para o enraizamento de brotaçbes de erva-mate foi obtido em

duas fases: indução e desenvolvimento das raízes <í£ Í8

dias de exposição). As raízes foram induzidas em um meio de

cultura na presença de auxina e, posteriormente, o 

alongamento das raízes se deü em um meio sem auxina. Nesse 

tratamento, a concentração de 3 mg/l de AIB induziu a 

formação de raízes no meio WPM/2 em 86,3% das brotações. As 

concentrações de AIB diferiram estatisticamente entre si, 

sendo as mais baixas percentagens de enraizamento <66,66 e 

6o , oo/í ) foram observadas com as concentrações de 4 e 5 mg/l 

respectivamente. A adição de AIB no meio de cultura foi 

essencial ao enraizamento, porém, concentrações mais 

elevadas do que 3,0 mg/l reduziram as taxas de 

enraizamento. GRAÇA eí a/. (i?88) também verificou, em

estacas de erva-mate, que u.ma concentração excessiva de AIB 

<10.000 ppm) pode ser tóxica para a iniciação e 

desenvolvimento do sistema radical dessas estacas.



44
TABELA 5. Enraizamento in vitro de LrotaçÔes de llex pirhgu&riensis St. Hil. ?ee pernace - 

ras 38 dias ee ceio indutor e Erotaçôes çue passaras por 12 lias  es seio indutor 

e depois transferidas para eeio de desenvolviaento das raizes.

fE li010 1E EXPOSIÇÃO 
(dias)

38 12*18
AIl<ftg/I) EHIAIZAHEKTO H2 RiBIO SE EH1AIZAKEHI0 H2 flrlIO BE

(50 BAÍZES/EXFLAHIE (%>__________ lAfZES/EXFlAHIE

8 8
86,28 8,28

66,66 6,35

63,33 9,74_______

A permanência das brotaçoes em meio de indução 

acrescido de AIB por í£ dias e posterior transferência das

brotaçoes para meio WF‘H/2 + í g/'l de carvao ativado,

induziu um saimento significativo na taxa de enraizamento 

quando comparadas com as brotaçoes mantidas em meio com AIB 

por 30 dias (Teste de KW, F*<0,0í>, como pode ser observado 

nas Figuras 3A e 3B. Isto pode ser explicado pelo fato da 

primeira fase ser dependente de auxina, e o crescimento e 

alongamento das raízes ser inibido pela mesma (BONNER e 

GAL.ST0N, 1973; JAMES e TMURBON, i?7?>. Esses resultados

confirmam os obtidos por LANE, Í978; CHALUPA, í987; RIBAS,

i99í que obtiveram maiores taxas de enraizamento quando o

mesmo foi realizado em duas fases. REY e HOGRINSKI (Í98G) 

trabalhando com erva-mate verificaram u.ma taxa média de 

enraizamento de 50%. Neste caso, a indução da iniciaçao 

radical ocorreu como resposta ao tratamento com 100 mg/l de 

AIB durante 4 h or as com p ost er ior tr ansf erên c ia par a me io 

MS/4 .

8 8 8
3 28 1,66

4 15,38 2

5 11,53 2



Em testes preliminares, o procedimento empregado por 

REY e MOGRINSKI (Í988) para o enraizament o de erva-mate -Foi 

repetido e rejeitado por não induzir a rizogénese.

As concentrações de AIB utilizadas durante 30 dias de 

exposição, não foram significativas para a indução do

enraizamento. Para as brotaçoes que permaneceram índias em 

meio de indução e mais Í3 dias em meio de desenvolvimento 

das raízes, o aumento das concentrações de AIB diminuiu o 

enraizamento. Entretanto, como o desvio de regressão foi 

significativo, isto significa que o modelo não Foi adequado 

para representar os dados (Tabelas ÍA, ÍB e íO-AMEXOS>.

Os melhores resultados quanto ao número médio de 

raízes por explante, também foram obtidos em meio de 

enraizamento em duas fases (Í2+Í8 dias) acrescido de 3, 4 e 

5 mg/l de AIB, como pode ser observado na Tabela 6.

Brotaçoes com maior número de raízes, certamente terão 

melhor sobrevivência após o transplante quando comparadas 

às brotaçoes com poucas raízes.

Após 30 dias, as brotaçoes enraizadas foram

transplantadas para bandejas de semeadura com terra e 

regadas diariamente, até 4 vezes, durante os sete primeiros 

dias. Após três meses foram transplantadas para sacos 

plásticos com terra e tiveram um bom desenvolvimento 

(Figuras 4 e 5).
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Figura 3A Enraizamento in vitro das brotatoes de Zlex 

paraguariensis St. Hil., após 30 dias em meio de

enraizamento WF'ti/£, contendo 5 mg/l de AIB.
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Figura 3B Enraizamento in vitro das br ot ac cies de Ilex 

paraguariensis 3 t . Hil . , após íc dias de permanência no 

meio de indução WPH/2, contendo 5 mg/l de AIB e posterior 

transferência para meio de desenvolvimento das raízes, 

cqntendo í g/l de carvão ativado, durante íS dias.

___



Figura 4 Sobrevivência de mudas de Ilex St.

Hil., regeneradas in vitro e iitman tidas em casa de

vegetação, após 2 meses.



Figura 5 Sobrevivência de mudas de I1ex 3t.

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

após ó meses.
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5.4 DESCRIÇSG COMPARATIVA DA SUPERFÍCIE FOLIAR

A descrição com auxílio de microscopia de varredura e 

microscopia fotônica revelou diferenças acentuadas ao nível 

de células epidérmicas, tanto na face adaxial quanto

abaxial da folha, nos 3 casos citados.

A face abaxial das folhas revelou a presença de

estõmatos dos tipos anisocítico e/ou anomocítico, que podem 

se dispor no mesmo nível das células epidérmicas ou acima 

destas (Figuras íó a Í8 e ó,3 e í<2>).

5.4.i Folhas de plantas cultivadas em casa de vegetaçao

A parede das células epidérmicas da face adaxial 

apresentou-se levemente sinuosas nas folhas de plantas

cultivadas em casa de vegetaçao (Figura í3).

A presença de estrias epicuticulares foi muito 

acentuada, com disposição irregular das mesmas nas faces 

abaxial e adaxial (Figuras 6 e 7).

Pontuações de pare d e for am o b s er va d as nas e p i de r mes

abaxial e adaxial (Figuras i3 e íé). Tricomas, do tipo

tector, for ara evidenciados apenas na nervura principal, na

face abaxial (figura íS). A presença de tricomas contraria

a descrição da espécie realizada por REITZ Íí9ó7>, que

coloca a espécie como sendo inteiramente glabra. A presença 

de tricomas é- uma característica de plantas que crescem em 

habitat seco (FAHN, Í990).
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5.4.8 Folhas de plantas cultivadas in vitro

Ha parede das células epidérmicas de plantas 

cultivadas in vitro a sinuosidade é muito acentuada

(Figuras Í4 e í7>. Comparações entre plantas de Liquidambar 

styraciflua cultivadas in vitro e em caça de vegetação

revelaram os mesmos resultados (WETZ3TEIH e SOhMER, 1983). 

Resultados similares também -Foram obtidos a partir de

comparações entre Folhas de sol e Folhas de sombra de

Colubrina glandulosa por MERUVJA (Í990). SOLEREDER <Í9«8> 

aFirma que células epidérmicas com paredes anticlinais 

curvas são encontradas em espécies que crescem em habitat

úmido. A umidade relativa é alta nos Frascos de cultivo,

assim, a sinuosidade de parede das células epidérmicas é 

just iFicada.

A epiderme da Face adaxial apresenta menor incidência 

de estrias epicuticulares, em relação a epiderme da Face 

adaxial da Folha da planta cultivada em casa de vegetação. 

As estrias epicuticulares se dispuseram em um único sentido 

(Figura 9). Ha epiderme abaxial, as estrias se restringem 

às células estomáticas (Figura 8). Plantas que crescem em

ambientes onde a umidade relativa é alta, têm menor

desenvolvimento de estrias epicuticulares (SUTTER e 

LAHGHAHS, Í976; BRAJ.HERD, 1981; WETZSTEIN e SOMMER, Í98E) .

5.4.3 Falhas atípicas de plantas cultivadas in vitro

As Folhas atípicas apresentam as paredes anticlinais 

das células epidérmicas levemente sinuosas (Figuras Í5 e 

18) .



Ha epiderme da face adaxial, a incidência de estrias 

epicuticulares foi mínima, apenas se restringindo ao nível 

de conexão entre células contíguas (Figura íí). Ha epiderme 

da face abaxial, não se evidencia a presença de estrias 

(Figura Í0>.

A folha atípica cultivada in vitro não apresentou 

características da folha de uma planta normal cultivada in 

vitro. Provavelmente, essa folha atípica é a folha de uma 

planta vitrificada, mesmo não apresentando o aspecto 

vítreo. Segundo GASPAR et al. (Í9G7) as folhas de plantas 

vitrificadas apresentam menor incidência de estrias 

epicuticulares e essas não s m o contínuas. Essa

característica também foi encontrada nas folhas atípicas. 

Uma das possíveis causas de vitrificação está na presença 

de BAP no meio de cultura, e folhas espessas, quebradiças e 

enrrugadas são também encontradas em plantas vitrificadas.



Figura 6 Epiderme da face abaxial da folha da planta

cultivada em casa de vegetacao. íó£0x.



Figura 7 Epiderme da face adaxial da -Tolha de planta

cultivada em casa de Vegetação. Í620x.



Figura 8 Epiderme da lace abaxial da folha da planta

cultivada in vitro. i620x.



Figura 9 Epiderme da -face adaxial da -folha de planta

cultivada in vitro. íóEôx.
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Figura i© Epiderme da -face abaxial da folha da planta 

cultivada in vitro atípica. Í9ó3x.
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Figura íí Epiderme da face adaxial da Folha da planta 

cultivada in vitro atípica. 1620x.
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Figura íc Tricoma tector ao nível da nervura principal, da 

folha da planta cultivada em casa de vegetação. .
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Figura 13 - Face adaxial da epiderme da folha da planta cultivada 
ern casa de vegetação«

Figura 14 - Face adaxial da epiderme da folha da planta cultivada 
in vitro.

Figura 15 - Face adaxial da epiderme da folha da planta cultivada 
in vitro atípica.

Figura 16 - Face abaxial da epiderme da folha da planta cultivada 
em casa de vegetação»

Figura 17 - Face abaxial da epiderme da folha da planta cultivada 
in vitro.

F i g u r a  18 - Face abaxial da epiderme da folha da planta cultivada 
em vitro atipica.





6 CQNCLUS0E5

1 » 0 melhor tratamento para a desinfestação dos segmentos

nodais foi o hipoclorito de sódio a 15% durante 10 minutos. 

Este tratamento resultou em valores médios de 20*1% de 

contaminação* 5,7% de oxidação e 72,9% de sobrevivência dos 

explantes -

2. A citocinina BAR na concentração de 2,0 mg/l proporcionou 

a maior taxa de multiplicação de brotaçoes apicais no 12 

5Ubcultivo, com um número médio de brotaçoes por explante no 

meio MS de 2 , 43 e de 2,28 no meio WPM, compara ti vãmente à 

mesma concentração de 2iP e Zeatina.

3» A permanência de brotaçoes suh-apicais durante 3 

suhcultivos no mesmo meio de cultura (WPM + 2 mg/l BAP)

propiciou a maior taxa de multiplicação, resultando em 

valores médios de 3,75 brotaçoes por explante.

4. A utilização de baixas dosagens de BAP (0,5 e 1 mg/l) e a 

adição de carvão ativado (1*0. g/l) no meio de cultura, 

resultou em baixas taxas de multiplicação, mas, proporcionou 

bom aspecto às brotaçoes.

5. A permanência das brotaçoes durante 12 dias no meio de 

indução do enraizamento, WPM/2, contendo 3 mg/l de AIB, e 

transferência para meio l'JPM/2 + 1 q/l de carvão ativado por 

mais IS dias foi eficaz para a obtenção de 86,2% de 

enraizamento, com um número médio de S,2 raizes por explante.



As brotações enraizadas tiveram bom desenvolvimento após o 

transplante para a terra.

6. As folhas de plantas cultivadas em casa de vegetação 

apresentaram grande incidência de estrias cuticulares. As 

paredes das células epidérmicas eram levemente sinuosas, e na 

nervura principal da face abaxial foram evidenciados tricomas 

tectores. As folhas de plantas cultivadas in vitro 

apresentaram menor incidência de estrias cuticulares em 

relação ás anteriores. As paredes das células epidérmicas 

eram marcadamente sinuosas. Nas folhas de plantas cultivadas 

in vitro mas que se apresentavam atípicas, a incidência de 

estrias cuticulares era mínima, e as paredes das células 

epidérmicas eram levemente sinuosas. A face abaxial das 

folhas nas 3 situações revelou a presença de estômatos dos 

tipos anisocíticos e/ou anemocítico.
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SUMMARY

Cuttings From Ilex paraguariensis St. Hil . were 
produced by micropropagation. The establishment and
transFerence to other steps in vitro were carried out in 
laminar Flux camera. Cultures were incubated at £5±£°C, 
with illumination at £000 lux For 16 h/day. WPM and MS 
medium were used. Nodal segments about 3 cm long
obtained From 2-years old seedlings, were disinfected in
a 10 or 15% sodium hypochlorite solution during 5, 10 or 
15 min and precultured in a MS medium. After 30 days, 
the explants were transferred to a proliferation medium. 
The multiplication was tested: For the influence of E<AP, 
EiP and Zeatin at £ mg/1 in WPM and MS medium; 
combinations of AIB and BAP in WPM and MS medium during 
3 subcultures; adit ion of actived charcoal (i g/1 ) and 
BAP (0,5 and 1,0 mg/1) in WPM and MS medium during 3
subcultures. The rooting was evaluated in two steps 
(induction and elongation of roots) during 1 £ 1 8  days 
and in a unique step during 30 days, with different 
concentrations of AIB in WPM/2. Cuttings were 
transplanted in a climate greenhouse type Van dev 
l-loeven. During multiplication were observed atipical
leaves, comparisons of 1eaf-surFace were made among 
leaves of plants cultivated in vitro, using light
microscope and scanning electron. The steps in vitro 
exhibit satisfatory results, explants dipped in a 15% 
sodium hypochlorite solution For 10 min showed that 
20,1% of contamination, 5,7% of oxidation and 72,9% of 
the nodal segments survived. OF the tested cytokinins, 
E<AP was the most effective, the proliferation rate from 
1 subculture had £,43 shoots/explant in MS medium and 
£,28 in WPM. Shoots maintained during 3 subcultures in
WPM 2 mg/I BAP provided the greater proliferation rate 
(3,75 shoots/explant). The utilization of low
concentrations of BAP and actived charcoal were provided 
good morphological aspect of the shoots. A two step of 
root Formation were provided the greater rooting 
percentages (86,2%) and numbers of root per shoot (8,2). 
Plantlets rooted depicted a good development. The 
comparison of 1eaf-surFace between the 3 situations 
above detected significant responses.



ANEXOS
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TABELA IA. Analise le variância las concentracães le A1B no enraizamento, 
apôs 30 lias le exposição no neio ináutor, coe estalo la Be - 
gressão Polinomial.

Fonte le variação G.L S.Q Q.fi F

Begressão Linear 1 1,0393 1,0393? 2,68 n.s
Begressão Qaalrãtica 1 0,8240 0,8240 1,61 n.s
Desvios la Begressão 1 0,1177 0,1177 ( 1 n.s

Tratasentos (3) (1,7811)
fiesilaos 168 41,8974 0,3879

Total 111 43,6785

n.s= não significativo

TABELA ig. Analise le variância las concentracSes le AIB m  enraizamento
em luas fases (12+18 lias), cob estalo la regressão polinomial.

Fonte le variação 6.L S.Q Q.lf F

Eegressão Linear 1 588,1166 588,1166 25,6829 **
Begressão Qualrâtica 1 133,0687 133,0687 5,81 *
Desvios la Begressão 1 168,3010 168,3818 7,00 k

Tratamentos (3) (881,4787)
Besilttos 115 2633,3954 22,8998

Total 118 3514,8739

* significativo ao nivel le 5% le prclalililale
ps significativo ao nível le 1'/. le proLaLililale



TABELA 1C Coeficientes lo modelo le regressão rara a concentração le All, 
no seio le enraizamento es laas fases (12+18 lias).

Uariãvel inlepenlente Coeficiente Erro palrão t

Constante 8,1289 8,8947 8,13 (n.s)
Concentração 3,1515 8,8?i9 3,62 <̂ >:>
(Concentração)2 -8,4175 8,1776 -2,35 (*>

n.s não significativo
* significativo ao nivel le 5% le proBalililale 

significativo ao nivel le l‘A le profcalililale
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