ESTUDOS PARA DEFINICAO DE MEIOS DE CULTURA E METODOS DE
DESINFESTACAO DE EXPLANTES DE PLANTAS ADULTAS DE ERVA-MATE

(Ilex paraguarienses St. Hill)
SANTOS, D.C. DOS ' ¢ WENDLING, 1. *

RESUMO

Este trabalho ¢ o resultado de uma série de estudos objetivando avaliar os efeitos de diferentes
tratamentos (desinfestantes, antioxidantes, bactericidas, reguladores de crescimento e meios
de cultura) na desinfestacdo e no controle da oxidagdo para o estabelecimento in vitro de
explantes de erva-mate (Ilex paraguariensis), procedentes de arvores de 8 anos de idade, de
Colombo - PR. A avalia¢do dos experimentos foi realizada sete dias apds sua introdugdo in
vitro, sendo verificadas grandes taxas gerais de contamina¢do por fungos e bactérias, bem
como, a ocorréncia de oxidagao nos explantes. De forma geral, conclui-se que o hipoclorito de
sodio a 1,5%, com tempo de imersd@o de 30 minutos e o etanol (dlcool 70%) a dois minutos
em explantes oriundos de brotagdes de mudas enxertadas foram os que proporcionaram os
melhores resultados.
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ABSTRACT

This work is the result of a series of studies with the objective to evaluate the effect of
different treatments (disinfecting, antioxidants, bactericidal, growth regulators and cultures
medium) in the disinfectation and in the control of the oxidation for the in vitro establishment
of explantes of llex paraguariensis trees with 8 years of age, from Colombo - PR. The
evaluation of the experiments was carried through seven days after its introduction in vitro,
being verified great general taxes of contamination with fungi and bacteria, as well as, the
occurrence of oxidation in the explantes. In general, it was concluded that the sodium
hipoclorit at 1.5%, with 30 minutes of immersion and etanol (alcohol 70%) at two minutes in
explants derived from sprouts of grafted seedlings had been the ones that had provided the
best resulted.

Key-words: micropropagation, in vitro culture, llex paraguarienses.

INTRODUCAO

A erva-mate (Ilex paraguarienses Saint Hilaire) é cultivada por empresas ervateiras e
pequenos produtores na regido sul do Brasil. Economicamente, esta espécie ja foi importante
em décadas passadas, quando se destacava entre os principais produtos de exportagdo do
Brasil.

As mudas para plantios de erva-mate podem ser obtidas a partir de sementes ou a
partir de propagacdo vegetativa. A propagacdo da erva-mate através de sementes ¢ dificultada
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pela baixa taxa de germinacao (5 a 20%) decorrente de embrides rudimentares nesta espécie,
pelo ciclo longo para produ¢do das mudas (2 anos em média) e pela desuniformidade das
mudas produzidas (Lessing, 1985; Schneider e Petry, 1985; Zanon, 1988).

Os protocolos de estaquia desenvolvidos para a propagacdo de erva-mate tém
apresentado uma série de limitagcdes para sua adogao em escala comercial, principalmente em
relagdo a métodos eficientes de rejuvenescimento de material adulto, ao desenvolvimento das
técnicas de manejo do ambiente de propagagao (substratos, umidade na folha e no substrato,
controle fingico e hormonal), manejo das estacas pds enraizamento em relacdo a nutri¢do
(tipos de adubos, dosagens, intensidade de aplicacdo, relacdes de nutrientes etc.), sistemas de
enraizamento e condu¢do que ndo necessitem de transplante para as estacas enraizadas,
sombreamento, vigor do sistema radicular, bem como, o estabelecimento de testes clonais,
visando estudos de comparagdo do crescimento de mudas clonais com mudas originarias de
sementes (Wendling, 2003). A porcentagem média de enraizamento situa-se em torno de 17%
devido a alta variabilidade na capacidade de enraizamento apresentada pela espécie (Graga et
al., 1988).

A micropropagagdo surgiu como uma forma alternativa para propagacdo massal da
erva-mate. Através da micropropagacgdo pode-se produzir um grande niimero de plantas livres
de doencas e em qualquer época de ano e em um menor espago fisico. Em relagdo 4 esta
técnica de propagacdo vegetativa, o desenvolvimento de técnicas de resgate de material adulto
¢ de extrema importancia, aliado ao desenvolvimento de métodos eficientes de desinfestagdao
de propagulos adultos e diminui¢do ou eliminagdo da oxidacgao fendlica no meio de cultura in
Vitro.

Assim, este trabalho objetivou a realizacao de estudos buscando avaliar a influéncia de
diferentes métodos de desinfestacdo de explantes oriundos de arvores adultas selecionadas de
erva-mate.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizados explantes de erva-mate originados de plantas
adultas, os quais foram submetidos a uma desinfestagdo com detergente comercial e solugao
contendo Benlate®. Apo6s a prévia desinfestagdo, os explantes permaneceram em agua
corrente por 30 minutos, sendo em seguida lavados em detergente 50% por 5 minutos,
lavados em 4gua destilada trés vezes e transferidos para uma solugio de Benlate® 1g L™ por
10 minutos.

Na seqiiéncia foram montados seis experimentos para teste de diferentes formulacdes
de desinfestantes, antioxidantes, de reguladores de crescimento ¢ meios de cultura. Como
desinfestantes foram utilizados o NaClO (hipoclorito de sédio), o HgCl, (cloreto de mercurio)
e a H,O, (agua oxigenada); como antioxidante, o PVP-10 (polivinilpirrolidona), a l-cisteina, o
carvao ativado e o 4cido citrico em vérias concentragdes e tempos de permanéncia variaveis e,
como reguladores de crescimento a BAP (benzilaminopurina) ¢ o ANA (4acido naftaleno
acético), em concentragdes diferentes para cada experimento.

O processo de desinfestacao foi realizado em capela de fluxo laminar em condigdes
assépticas, utilizando vidraria previamente esterilizada. Prosseguindo o experimento, os
explantes foram introduzidos em meio de cultura composto pelos sais basicos e vitaminas do
meio de cultura JADS 89 e MS (Murashige e Skoog, 1962), com pH ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem (Quadro 1).



Quadro 1 — Sais e vitaminas utilizadas para o preparo dos meios de cultura JADS 89 e MS.

Concentracio (g L™)

Composicio JADS 89 MS
NH4NO; 32,400 165,00
KNO; 80,900 190,00
Ca (NO3), . 4 H,0 118,10 -
KH,PO, 40,800 17,000
MgSO, . 7 H,O 73,950 37,000
MnSO, . 7 H,O 1,6900 1,6900
CuSO, . 5 H,0 0,1250 0,0025
ZnS0O, . 7 H,O 0,4320 0,8600
FeSO, .7 H,O 7,4500 2,7800
Na,EDTA . 2 H,O 5,5600 3,7300
H;BO3 0,3100 0,6200
Na,MoO, . 2 H,O 0,0150 0,0250
CoCl, . 6 H,O 0,0250 0,0025
KI 0,0160 0,0830
Tiamina-HCI 0,0500 0,0200
Mio Inositol 5,0000 10,000
Glicina 0,1000 0,4000
Acido Nicotinico 0,0250 0,1000
Piridoxina HCI 0,0250 0,1000
CaCl, . 2H20 - 44,000

Apoés sua introducdo no meio de cultura, os explantes permaneceram no escuro
durante sete dias, apos os quais foram avaliados. As condi¢des da sala de crescimento foram
mantidas sob fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de escura, a uma temperatura de 25
‘cx2°C.

Os experimentos testados foram os seguintes:

a) Experimento 1

T1 — HgCl, (cloreto de mercurio) 1% - 5° + sulfato de streptomicina 1g L™ - 5° + 4cido
citrico 3g L™ = 57;

T2 — HgCl, (cloreto de mercurio) 1% - 10° + sulfato de streptomicina 2g L™ - 10°+ 4cido
citrico 3g L' - 107;

T3— HgCl, (cloreto de mercirio) 1% - 15° + sulfato de streptomicina 3 g L™ - 15° + 4cido
citrico 3g L' = 157;

T4 — HgCl, (cloreto de mercurio) 1% -5 + sulfato de streptomicina 1 g L™ - 5> + PVP 10
(polivinilpirrolidona) 1g L™';

T5 — HgCl, (cloreto de mercurio) 1% - 10°+ sulfato de streptomicina 2 g L™ — 10°;

T6 — HgCl, (cloreto de mercurio) 1% - 15” + sulfato de streptomicina 3 g L™ — 15> + PVP 10
(polivinilpirrolidona) 1g L™ — 15”;

Foram realizados seis tratamentos com cinco repetigdes contendo 10 explantes com
10mL de meio de cultura. Os meios de cultura testados foram o s6lido: M1 = (JADS 89 +20g
L' de sacarose + 7g L™ de Agar + 5g L' de PVP 10) e o liquido: M2 = (JADS 89 + 20g L™
de sacarose + 5g L™ de PVP 10).



b) Experimento 2

T1 = Alcool 70% - 15° + NaClO (hipoclorito de sédio) 50% - 15’ + sulfato de streptomicina
+30g L' - 15° + l-cisteina 1 g L™ — 10".

T2 — Alcool 70% - 30 + NaClO (hipoclorito de s6dio) 50% - 30” + sulfato de streptomicina
3g L - 15 + l-cisteina 1g L™ — 10"

T3— HgCl, 1(clore‘[o de mercirio) 1% - 10° + sulfato de streptomicina 3g L™ -15° + I-cisteina
lgL” - 10°.

T4 — HgCl, (cloreto de mercirio) 1,5% -10° + sulfato de streptomicina 3g L™ - 3° + I-
cisteina 1g L' — 10”.

COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA:
M1: Solugdes ¥ MS +30g L™ sacarose + 6,0g L Agar + 2,0g L™ I-cisteina
M2: Solugdes ¥ MS + 20g L™ sacarose + 6,0g L™ agar + 2,0g L™ PVP-10.

Foram realizados tratamentos com cinco repetigdes de 10 explantes ¢ 10mL de meio
de cultura por tubo.

c) Experimento 3

T1 - Alcool 70% - 15> + NaClO (hipoclorito de sédio) 50% - 15 + sulfato de streptomicina
3g L' - 15> + PVP-10 (polivinilpirrolidona) 5g L™ —30°.

T2— HgCl, (cloreto de mercurio) 1,5% - 10” + sulfato de streptomicina 3g L™ -15° + PVP-10
(polivinilpirrolidona) 5g L™ — 30"

Todos os meios de cultura foram compostos por % MS + 30g L™ sacarose + 6,0g L™
agar, com as seguintes variagdes entre antioxidantes e reguladores de crescimento:

M1—> 2,0g L l-cisteina + 0,5 mg L' BAP.
M2 — 2,0g L™ I-cisteina + 0,lmg L' ANA.
M3 — 5,0 L' PVP + 0,5 mg L"' BAP.
M4 — 5,0g L' PVP +0,1lmg L' ANA.

Foram realizados dois tratamentos com cinco repeti¢des de 10 explantes e 10mL de
meio de cultura por tubo.

d) Experimento 4

T1 —> Alcool 70% - 2’ + NaClO (hipoclorito de s6dio) 1,5% - 30

T2 — Alcool 70% - 1> + NaClO (hipoclorito de sodio) 1,5% - 15

T3— HgCl, (cloreto de merciirio) 1% - 5> + sulfato de streptomicina 1g L™ - 5° + 4cido
citrico 3g L' — 57

T4 — HgCl, (cloreto de mercurio) 1% -3’ + sulfato de streptomicina 1g L™ - 3* + 4cido
citrico 3g L' — 3’

Foram realizados quatro tratamentos com cinco repeticdes de 10 explantes e 10 mL de
meio de cultura por tubo.



COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA:

M1 — Y MS +20g L' sacarose + 6,0g L' agar +5g L' PVP-10+0,5 mg L' BAP

M2 — % MS + 20g L™ sacarose + 6,0g L™ agar +5g L™ PVP-10 +5g L™ carvéo ativado + 0,5
mg L' BAP.

M3 — Meio liquido % MS + 20g L™ sacarose + 5g L PVP-10 + 0,5 mg L BAP

e) Experimento 5

T1— Alcool 70% - 2’ + NaClO (hipoclorito de sodio) 1,5% -30’+ Tween 20 — 2 gotas;

T2— Alcool 70% - 2’ + NaClO (hipoclorito de sodio) 1,5% -30’+ Tween 20 — 2 gotas +
PVP-10 (polivinilpirrolidona) 1g L™;

T3— Alcool 70% - 1’ + NaClO (hipoclorito de sédio) 1,8% -20’+ Tween 20 — 2 gotas +
PVP-10 (polivinilpirrolidona) 5g L™ - 10°.

Para o T1 foram utilizados 55 explantes; 73 explantes para o T2 ¢ 31 para o T3 com 10
mL de meio de cultura. O meio de cultura foi formado pelas solugdes 4 MS + 20g L™ de
sacarose + 7g L de agar + 2g L' de PVP 10 + 0,5mg L' BAP. Neste experimento os
explantes foram oriundos de brota¢des advindas de enxertos com 90 dias de idade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Figura 1, as taxas de contaminagdo (fungo, bactéria e
fungo/bactéria), oxidacdo e explantes sadios, no experimento 1 apresentaram variagdes
expressivas entre os diferentes tratamentos estudados.

Figura 1 - Percentual de contaminacao (fungo, bactéria, fungo + bactéria), oxidacdo e
explantes sadios de erva-mate (llex paraguariensis) no experimento 1, sete dias apds a

introdugao in vitro.
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No experimento 1 (Figura 1) observa-se grandes varia¢des entre o meio de cultura
liquido e solido estudado. Em todos os tratamentos assépticos foi utilizado cloreto de
mercurio, sulfato de streptomicina. Nos tratamentos T1, T2 e T3 o agente antioxidante foi o
acido citrico e nos T4, T5 e T6 foi o PVP-10.

De maneira geral, o meio solido proporcionou maior taxa de contaminacdo por
bactéria, enquanto que o meio liquido uma menor contaminagdo por fungos, o que, neste
ultimo meio, por ter sido atribuido ao constante agito do meio em que os explantes se
encontravam. Em relag¢do ao percentual de contaminagao por fungo + bactéria e oxidagdo nao
se observam diferencas entre os dois tipos de meio de cultura. Entretanto, o meio sélido foi o



unico que proporcionou a obtencdo de explantes sadios, com variagdo de 8 a 20%, os quais
aos quinze dias de idade, contaminaram por bactéria e oxidaram. Assim, o dcido citrico nas
concentragdes e tempos usados nao proporcionou diferengas no controle da oxidagdo dos
explantes em relacdo ao PVP.

Figura 2 - Percentual de contaminacdo (fungo, bactéria, fungo + bactéria), oxidacdo e

explantes sadios de erva-mate (llex paraguariensis) no experimento 2, sete dias apos a
introducao in vitro.
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No experimento 2 foi utilizado o meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) um
quarto, onde pode ser observado (Figura 2) que a contaminagdo e oxidacdo entre os dois
meios de cultura adotados ficou dentro de uma mesma faixa de percentual (de 16 a 20%),
tendo o T3 no meio 1 proporcionado 40% de contaminacdo por fungo. Neste experimento nao
foram obtidos explantes sadios.

Figura 3 - Percentual de contaminacdo (fungo, bactéria, fungo + bactéria), oxidacdo e
explantes sadios de erva-mate (llex paraguariensis) no experimento 3, sete dias apos a
introducao in vitro.
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Pelos resultados do experimento 3 (Figura 3), percebe-se que a maioria dos explantes
oxidaram, sendo o M1 e M3 (L-Cisteina ¢ BAP) que obtiveram a maior taxa de oxidagao e a
menor em contaminagdo por fungo. J4 nos meios de cultura M2 e M4 a taxa de oxidagdo
apresentada foi menor e¢ a de contaminacdo por fungos maior, podendo esta diferenca
atribuida a presenca de ANA no meio de cultura.

Em geral o tratamento T2 proporcionou menor contaminagdo por fungos € maior por
bactérias, levando a proposicdo de o cloreto de mercurio ser mais eficiente na
descontaminagdo por fungos.



Figura 4 - Percentual de contaminacdo (fungo, bactéria, fungo + bactéria), oxidacdo e
explantes sadios de erva-mate (llex paraguariensis) no experimento 4, sete dias apos a

introducao in vitro.
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No experimento 4 foram testados trés meios de cultura diferentes, sendo que as taxas
de oxidagdo foram maiores no meio 3 (média de 38,5%), seguido do meio 2 (média de 26,0%)
e meio 1 (média de 14,5%); para a contaminacdo por bactérias a mesma tendéncia foi
observada e para fungo + bactéria a tendéncia inversa, ou seja, menores ocorréncias no meio 1
(média de 63,5%), seguido pelo meio 2 (média de 28,0%) e pelo meio 3 (média de 15,5%)
(Figura 5). Ja para a contaminagdo por fungos, ndo houve influéncia dos diferentes meios de
cultura estudados.

Figura 5 - Percentual de contaminacao (fungo, bactéria, fungo + bactéria), oxidacdo e
explantes sadios de erva-mate (llex paraguariensis) no experimento 5, sete dias apds a
introdugao in vitro.
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No que diz respeito aos tratamentos, dentro de cada meio de cultura se observa a
superioridade do T1 e T2 em relagdo aos demais na caracteristica de oxidacao dos explantes,
o que pode ser atribuido a auséncia de cloreto de mercurio, considerado um agente oxidante.

O experimento 5 foi o qual proporcionou os melhores resultados em comparagcao com
os demais experimentos, obtendo-se indices médios de 36,6% de explantes sadios (Figura 5).
Em vista de a origem dos explantes deste experimento ser de brotagdes de enxertos, conclui-
se que a enxertia de brotacdes de arvores adultas previamente a introdu¢do das mesmas em
condigdes in vitro ¢ fator chave na obtencao de resultados satisfatorios, ou seja, diminuigdo
geral dos indices de contaminacdo e oxidacdo, bem como, maior percentual de explantes
sadios estabelecidos in vitro.



Rey e Mroginski (1988) avaliaram a capacidade de regeneracdo in vitro de explantes
obtidos de mudas de sementes e estacas de plantas jovens e adultas de erva-mate.
Evidenciaram que explantes obtidos de mudas de arvores adultas ndao sdo adequados para
culturas in vitro, uma vez que apresentaram altas taxas de contaminacdo e ndo multiplicavam
(recalcitrancia in vitro).

Em extensa revisao sobre o assunto, Mroginski et al. (2000) concluiram que ¢ possivel
micropropagar plantas de erva-mate com menos de dois anos de idade mediante o cultivo de
segmentos nodais em meio constituido pelos sais minerais e vitaminas de Y4 MS, 3% de
sacarose e 0,1 mg L de acido nafatalenoacético (ANA). Os explantes assim obtidos sdo
enraizados em % MS, mais 1 mg L"' de 4cido indolbutirico (AIB). Porém, em termos de
propagulos obtidos de arvores adultas (acima de 10 anos de idade) somente podem ser
estabelecidos in vitro caso os explantes provém de plantas obtidas por estaquia, as quais sdo
mantidas em condi¢des de estufa e sejam cultivados em ¥4 MS sem o emprego de reguladores
de crescimento. Mesmo assim, o percentual de enraizamento dos propagulos obtidos ¢ baixo.
No caso do estabelecimento de explantes de plantas matrizes adultas diretamente in vitro, as
unicas respostas que se obtém, segundo os mesmos autores, sdo 0 seu escurecimento € sua
contaminagdo com fungos e bactérias, ndo sendo, portanto, possivel induzir sua brotagao.

Em relagdo aos diferentes tratamentos aplicados aos explantes no presente experimento,
de forma geral, observa-se que o T1, constituido de Alcool 70% - 2” + NaClO (hipoclorito de
sodio) 1,5% -30°+ Tween 20 — 2 gotas foi o que apresentou melhores resultados, levando a
conclusdo de em tratamentos mais simples se consegue resultados positivos, desde que os
explantes ndo provenham diretamente da arvore matriz do campo.

CONCLUSAO

Em fungdo dos objetivos inicialmente propostos e nas condigdes com que o0s
experimentos foram desenvolvidos, pode-se concluir que a combinagdo entre alcool 70% por
dois minutos e hipoclorito de sédio a 1,5% durante um tempo de 30 minutos, com explantes
oriundos de brotagdes de enxertos consistiram no melhor tratamento para a desinfestagdo e
estabelecimento in vitro de explantes de erva-mate (Ilex paraguarienses). Conclui-se também
da necessidade de estudos sobre a contaminacdo por bactéria endogena visivel somente apos
alguns sucessivos subcultivos in vitro ¢ a oxidagdo da erva-mate (Ilex paraguarienses) para
um melhor aproveitamento da técnica de micropropagacao.
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