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RESUMO

Esta tese objetivou avaliar o resgate e a propagacao vegetativa de llex paraguariensis Saint
Hilaire de diferentes populacdes do Estado de Santa Catarina. Ao todo, foram elaborados cinco
capitulos contemplando este propdsito. O capitulo | objetivou resgatar dez genotipos de cinco
populagdes, utilizando brotacdes de copa para a sua estaquia. Uma baixa sobrevivéncia e um
enraizamento consideravelmente nulo foi constatado para as populagfes, enquanto apenas 20
dos 50 genotipos testados sobreviveram. A possivel razdo destes resultados ocorreu em funcgéo
das elevadas temperaturas do ambiente de enraizamento e o grau de maturagcdo do material. O
estudo do capitulo Il teve como finalidade avaliar a brotacéo epicormica a partir do anelamento
completo e a sua estaquia em comparacdo ao material de copa, associado a adubacdo NPK.
Todas as variaveis resultaram em elevadas porcentagens de brotacdo, mas sem haver uma
associacdo com quaisquer doses de adubo, enquanto a estaquia do material revigorado foi
superior. Os resultados de brotacao se justificam pela qualidade quimica pré-existente do solo,
e a estaquia pelo maior vigor do material epicormico. O objetivo do capitulo 111 foi testar a
estaquia de duas populagbes, obtendo sete genotipos de cada em funcdo das estacdes do ano e
em dois ambientes de enraizamento. Todos os tratamentos foram significativos, em que o
melhor enraizamento foi obtido durante o verdo para ambas as populagdes no estufim. Estes
resultados podem ser explicados pela maior e mais eficiente atividade fisiologica das plantas
mée, além da melhor capacidade em manter a umidade elevada para o ambiente citado. No
capitulo 1V foi avaliada a brotacdo epicormica de galhos destacados de acordo com sua
populacédo de origem, didmetro, e sentido de armazenamento. As varidveis avaliadas resultaram
em medidas que diferiram entre os tratamentos de maneira mais evidente para os galhos de
maior diametro, em que a maior vida util foi presente em galhos dispostos horizontalmente,
mas a maior e mais rapida produtividade ocorreu em galhos dispostos verticalmente. A maior
reserva energética e a maior presenca de gemas dormentes em galhos tortuosos podem explicar
estes resultados. Por fim, o capitulo V objetivou avaliar o seu estabelecimento in vitro,
utilizando brotacGes epicormicas e da copa de duas populacdes, sob diferentes LED’s. Todos
0S experimentos e tratamentos apresentaram elevadas porcentagens de oxidacdo e
contaminac&o. Isto se justifica pela grande presenca de contaminantes end0genos que a especie
apresenta, mesmo em material revigorado. Todavia, foi detectado uma possivel utilizacdo de

LED azul para reduzir a contaminagéo bacteriana.

Palavras-chave: Resgate; Estaquia; Genotipos; Brotagdo de galhos; Erva-mate.



ABSTRACT

Title: Vegetative propagation of llex paraguariensis Saint Hilaire of different populations. This
thesis aimed to evaluate the rescue and vegetative propagation of llex paraguariensis Saint
Hilaire from different populations in the State of Santa Catarina. Thus, five chapters were
prepared contemplating this purpose. Chapter | aimed to rescue ten genotypes from five
populations, using canopy sprouts for cutting. A low survival and a considerably null rooting
was observed for the populations, while only 20 of the 50 tested genotypes survived. The
possible reason for these results was due to the high temperatures of the rooting environment
and the maturation degree of the material. The study of chapter Il aimed to evaluate the
epicormic sprouting from the complete girdling and its cuttings compared to the canopy
material, associated with NPK fertilization. All the variables resulted in high percentages of
sprouting, but without any association with any fertilizer doses, while the cutting of the
reinvigorated material was superior. The sprouting results are justified by the pre-existing
chemical quality of the soil, and the cutting by the greater vigor of the epicormic material. The
objective of chapter 111 was to test the cuttings of two populations, obtaining seven genotypes
of each according to the seasons and in two rooting environments. All treatments were
significant, which the best rooting was obtained during the summer for both populations in the
mini tunnel. These results can be explained by the greater and more efficient physiological
activity of the mother plants, in addition to the better ability to maintain high humidity in the
mentioned environment. In chapter IV, the epicormic sprouting of detached branches was
evaluated according to their population of origin, diameter, and storage direction. The variables
evaluated resulted in measures that differed between treatments more evidently for branches of
larger diameter, in which the longest shelf life was present in branches arranged horizontally,
but the highest and fastest productivity occurred in branches arranged vertically. The greater
energy reserve and the greater presence of dormant buds in crooked branches may explain these
results. Finally, chapter V aimed to evaluate its establishment in vitro, using epicormic and
canopy sprouts from two populations, under different LEDs. All experiments and treatments
showed high percentages of oxidation and contamination. This is justified by the large presence
of endogenous contaminants that the species presents, even in reinvigorated material. However,

a possible use of blue LED to reduce bacterial contamination was detected.

Keywords: Rescue; Cuttings; Genotypes; Sprouting of branches; Yerba-mate
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1 INTRODUCAO GERAL

A espécie llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae) é naturalmente distribuida
pelo Sul da América do Sul, sendo sua maior distribuicdo no Brasil, principalmente nos Estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, mas também no Mato Grosso do Sul, S&o Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro (ESMELINDRO et al., 2002; LORENZI, 2016; FLORA DO
BRASIL, 2020). No Sul do pais, esta inserida nas Florestas Ombrofila Mista com caracteristica
Montana, Altomontana e Estacional Semidecidual, comumente em locais com a presenca de
Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze (MARTINS-RAMOS et al., 2011).

Trata-se de uma espécie muito explorada para o consumo regional, na elaboragdo de
chimarrdo e chas (REICHERT et al., 2013), mas possui grande potencial farmacéutico e
alimenticio devido a presenca de fitoquimicos, como a cafeina e teobromina (DARTORA et
al., 2013). Por isto, € um dos principais produtos florestais ndo madeireiros produzidos no pais
e tem apresentado continuo crescimento econémico e de producgdo nos ultimos anos. Em relagéo
a Ultima década, embora nédo ajustado, o valor econdémico da producao cresceu em mais de cinco
vezes, com um aumento superior a 80% na produtividade (IBGE, 2021).

A utilizacdo da matéria-prima de |. paraguariensis é de extrema importancia para o
pequeno produtor rural, o qual utiliza suas folhas como fonte de renda familiar em periodos em
que ndo hé producéo agricola (LOURENCO et al., 1997). Por se tratar de uma atividade no
ambito familiar (VASCONCELLOS, 2012), pode ser comum que a falta de conhecimento
técnico acarrete problemas de manejo (MEDRADO et al., 2002, 2005), ocasionando em uma
diminuicdo geral da produtividade ao longo do tempo. Umas das principais formas de superar
esta problematica estd na utilizacdo de novas mudas para recompor ou renovar o erval
(MEDRADO et al., 2005), preferencialmente com caracteristicas superiores, a fim de melhorar
a qualidade do produto final (WENDLING e BRONDANI, 2015).

E comum que pequenos produtores rurais utilizem sementes proprias ou de vizinhos
para produzir novas mudas de I. paraguariensis, ou ainda adquiram mudas prontas de viveiros
locais de origem seminal, visto o baixo custo e a aceitavel produtividade (SCHUMANN, 2002;
OLIVEIRA e WAQUIL, 2015). Entretanto, existem certas dificuldades na utilizacdo desta via
propagativa, sendo em funcéo de problemas com a semente e na propria diversidade genética.

Corriqueiramente, a semente desta espécie pode estar vazia, com resquicios de predacao
ou de deterioragdo (CARVALHO, 2003; OLIVEIRA, 2013; SOUZA et al., 2020). Em relagéo
as sementes sem estes problemas, o principal problema na sua germinacao ocorre em funcéo da

presenca de dorméncias. De forma constatada, as sementes podem possuir a dorméncia fisica,
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em que ndo h& absorcdo de &gua devido a rigidez tegumentar (FOWLER e STURION, 2000),
dorméncia fisioldgica, existindo alguma substancia que impede que o embrido se desenvolva
mesmo na presenca de agua (SOUZA, 2018), e dorméncia morfologica, em que mesmo sob
condicdes favoraveis e na absorcao de 4gua a semente ndo germina, visto que o embrido ainda
ndo estd maduro (CUQUEL et al., 1994; FOWLER e STURION, 2000).

O uso de sementes de I. paraguariensis para producdo de mudas amplia sua diversidade
genética, sendo extremamente importante para sua selecdo natural e adaptacdo ao ambiente
(XAVIER et al., 2013). Entretanto, em termos de producéo, areas naturais ou de plantios de
individuos com elevada variabilidade genética podem dificultar a padronizacdo da qualidade
do material e da produtividade. A baixa disponibilidade de sementes passiveis de germinacao
e 0 aumento do consumo do mercado interno e externo, forca os produtores a utilizar material
de baixa qualidade, ou ao menos com origem genética desconhecida (MEDRADO et al., 2000;
WENDT, 2005).

Uma possivel maneira de superar os problemas de dorméncias e da variabilidade
genética das sementes para a producdo de mudas esta na utilizacdo de técnicas de propagacéo
vegetativa, selecionando individuos especificos com caracteristicas de interesse (WENDLING
e BRONDANI, 2015). Entretanto, existem diversos fatores que podem dificultar a utilizagé&o
desta técnica, como o grau de maturacdo, plantas mde bem nutridas ou ndo, a técnica de
propagacao propriamente dita, populagdes de origem, os gendétipos de uma mesma populacdo
e 0 ambiente de enraizamento. Ainda, torna-se importante ressaltar as diferencas entre resgate
vegetativo e propagacdo vegetativa, sendo a primeira quaisquer métodos de obtencéo de brotos,
podendo apresentar caracteristicas de maior ou menor vigor vegetativo, enquanto o segundo se
tratam de técnicas aplicadas nas brotacfes obtidas a fim de produzir raizes nos propagulos,
obtendo assim novos individuos (STUEPP et al., 2018).

O elevado grau de maturacdo presente em individuos adultos é considerado como uma
das principais causas do baixo enraizamento de propéagulos de 1. paraguariensis (WENDLING
et al., 2014b; STUEPP et al., 2018), visto que € na fase madura que sdo determinadas
caracteristicas superiores. Isto ocorre devido a diminui¢do da atividade fisiol6gica com o passar
do tempo, ocasionada pelo aumento da idade ontogenética, resultando em uma menor atividade
metabdlica e consequentemente menor diferenciacdo celular (HARTMANN et al., 2011).
Entretanto, varios estudos vém sendo realizados visando a superacdo desta maturagdo, com
resultados muito positivos, principalmente pela emissao de brotagGes epicérmicas, com maior
vigor (WENDLING et al., 2013; STUEPP et al., 2015, 2017a, 2017b, 2018; NASCIMENTO

etal., 2018, 2019a, 2019b). Dentre todas as técnicas de resgate para a superacdo da maturidade,
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0 anelamento completo do caule, corte da planta mée, e a utilizacdo de galhos destacados
possuem destaque para a espécie.

E comum que a erva-mate esteja presente em locais onde o solo possui elevada acidez
e baixa fertilidade, ainda ndo sendo completamente entendidas suas necessidades nutricionais
(SANTIN et al., 2015). Sabe-se que os elementos N, P e K possuem elevada importancia em
todas as etapas do desenvolvimento vegetativo das plantas, sendo N considerado o mais
importante visto sua participacdo na sintese hormonal. Este elemento pode refletir em uma
maior produtividade de hormonios vegetais, podendo interferir diretamente no resgate e na
propagacao vegetativa (HARTMANN et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2019a).

Dentre as técnicas de propagacao vegetativa, as mais estudadas para |. paraguariensis
podem ser consideradas a estaquia, miniestaquia e micropropagacdo. A estaquia consiste na
obtencdo de brotacBes de plantas mée a campo, podendo ou ndo serem utilizadas técnicas de
maneira prévia que visem o revigoramento do material, aumentando suas chances de
enraizamento na propagacao vegetativa (WENDLING e BRONDANI, 2015). Diferentemente
da estaquia, a miniestaquia consiste na propagacdo vegetativa de materiais de maior vigor,
mantidos em ambiente propicio, a partir de minicepas originadas de sementes ou de propagacao
vegetativa com clones pré-estabelecidos de caracteristicas desejaveis (BISOGNIN et al., 2018;
VIEIRA et al., 2021). Na micropropagacdo ha maior controle das variaveis que promovem o
enraizamento dos propagulos, possibilitando a producéo de maiores quantidades de individuos
selecionados em um curto prazo, mas que possui determinadas dificuldades, principalmente
guanto a sua porcentagem de oxidacdo (DUTRA e SILVA, 2009).

Esta espécie esta presente em diversas regifes, sob diferentes caracteristicas ambientais
que exercem pressdo da selecdo natural, fazendo com que haja populagdes adaptadas aos seus
ambientes. Tais diferencas entre populacdes e seus genotipos, visto que se trata de uma espécie
com grande variacdo genética entre individuos de mesmas regides (SILVA, 2019; STEDILLE,
2020), podem servir como um fator determinante no sucesso desta propagacdo (WENDLING
e BRONDANI, 2015). Isto esta presente desde a propagacao via estaquia a partir do resgate de
plantas mae em ambientes naturais (NASCIMENTO et al., 2020), quanto para a miniestaquia,
com clones bem estabelecidos (BISOGNIN et al., 2018; VIEIRA et al., 2020). Portanto, a
selecdo correta dos individuos a campo é crucial para o sucesso do enraizamento de propagulos,
principalmente para a estaquia, embora esta ocorra comumente em fungdo das caracteristicas
desejaveis, tais como uma elevada produtividade, o que pode ndo necessariamente refletir em

uma efetiva propagacao vegetativa.
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Influenciando diretamente na propagacéo vegetativa, 0 ambiente de enraizamento pode
influenciar diretamente na capacidade de enraizamento dos propagulos, em que condigdes
minimas de umidade e temperatura devem ser atendidas (XAVIER et al., 2013). A estaquia de
|. paraguariensis, em uma perspectiva geral, tende a ndo exigir ambientes de enraizamento com
controle das variaveis ambientais, sendo favorecida pela umidade e temperaturas elevadas e
homogéneas (BRONDANI et al., 2008, 2009). Entretanto, quando se considera diferentes
gendtipos, os resultados podem ser diferenciados em funcdo de diferentes ambientes, em que a
maior umidade pode garantir a maior sobrevivéncia, mas talvez ndo correspondendo ao melhor
enraizamento (NASCIMENTO et al., 2020).

Desta forma, como hipétese fundamental deste trabalho, considera-se que diferentes
populacdes desta espécie podem apresentar diferentes capacidades de propagacao vegetativa,
podendo ser afetadas pelo grau de maturacdo dos individuos, pela sua nutricdo, técnica de
resgate e propagacao utilizadas, e 0 ambiente de enraizamento. Assim, o objetivo desta tese foi

avaliar o resgate e a propagacéo vegetativa de diferentes populagdes de I. paraguariensis.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  SOBRE A ESPECIE

2.1.1 Areade ocorréncia

Erva-mate, mate ou yerba mate (llex paraguariensis Saint Hilaire), é uma espécie
arborea pertencente a familia Aquifoliaceae. Possui ampla distribuicdo na regido Sul da
Ameérica do Sul, sendo encontrada no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (OLIVERIA e
ROTA, 1985; CARVALHO, 1994; 2003; GUGLIUCCI e STAHL, 1995; GUGLIUCCI, 1996;
DARTORA et al., 2013). Ocorre predominantemente no Sul do Brasil, contemplando
principalmente os Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, mas em menores
proporcdes nos Estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(SAINT-HILAIRE, 1995; CARVALHO, 1994, 2003; ESMELINDRO et al., 2002; LORENZI,
2016; FLORA DO BRASIL, 2020).

Esta espécie ocorre comumente nas Florestas Ombroéfila Mista Montana, Altomontana
e Estacional Semidecidual, mas pode ocorrer naturalmente em ambientes isolados a partir de
condicBes ambientais favoraveis ou de plantios, estando comumente associada a espécie
Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze (OLIVEIRA e ROTA, 1985; CARVALHO, 1994,
2003; MARTINS-RAMOS et al., 2011). Pode ser encontrada em campos naturais desde que
estes locais tenham tido algum meio de contato com matas nativas anteriormente. Sua
distribuicdo corresponde & 3% da area da América do Sul (540 mil km?) e aproximadamente
5% da area do Brasil (450 mil km?), ocorrendo em altitudes entre 500,0 e 1.500,0 m do nivel
do mar (OLIVEIRA e ROTA, 1985).

2.1.2 Dendrologia

Possui tronco cilindrico reto ou tortuoso, podendo atingir até 15 m de altura com copa
baixa e folhagem de cor verde escura. Suas folhas sdo obovadas, estreitas na base e ligeiramente
obtusas no vértice, com aproximadamente 10 cm de comprimento, 5 cm de largura, e com
peciolo de até 1,5 cm, sendo coriaceas, espessas e de caracteristica discolor. Sua filotaxia é
alterna simples, sendo uma espécie de habito principalmente do tipo arvore e de classificacdo
do tipo climax (EDWING e REITZ, 1967; REITZ et al., 1979; MATTOS, 1985;
MAZUCHOWSKI, 1991; DA CROCE, 1999). E recomendada para a arborizacio devido seu
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porte e forma, para a recuperagdo de ecossistemas degradados por sua adaptacdo e na
restauracao de matas ciliares (CARVALHO, 2003).

No desenvolvimento inicial os individuos possuem ambos 0s sexos, mas um é abortado
ou malformado, gerando individuos com flores pistiladas e outros com flores estaminadas
(CATAPAN, 1998; CARVALHO, 2003; PIRES et al., 2014). A propor¢ao entre 0s sexos pode
variar de acordo com o local, entre oito masculinas para cinco femininas em locais do Parana
(STURION et al., 1995), de um para um no planalto catarinense (PIRES, 2012; PIRES et al.,
2014), e sete masculinos para cinco femininos em ervais do Rio Grande do Sul (FERREIRA et
al., 1983). O inicio da floragdo ocorre em média aos cinco anos de idade, comumente entre 0s
meses de setembro e dezembro, mas mais predominantemente em outubro (REITZ et al., 1988;
CARVALHO, 1994, 2003; LIEBSCH e MIKICH, 2009). A polinizagéo ocorre principalmente
pela via entomofila, sendo realizada por inimeros insetos (PIRES et al., 2014), embora a
possibilidade de transporte de pdlen pelo vento ndo esteja descartada (FERREIRA et al., 1983).

Os frutos maduros podem ser encontrados entre os meses de dezembro a abril, passando
de uma cor esverdeada para um violeta-escuro (ZANON, 1988; CARVALHO, 1994). O
amadurecimento dos frutos é heterogéneo dentro de uma mesma planta, podendo ser
encontrados verdes, maduros e frutos que ultrapassaram o periodo de maturacéo, ainda ligados
a planta mae (ZANON, 1988). O fruto é o endocarpo onde esta aderida internamente a semente,
possuindo tegumento membranaceo de forma variavel e coloragdo clara, sendo o embrido
minusculo e rudimentar (KUNIYOSHI, 1983). A semente em si é considerada dura sendo um
pirénio trigonal, de tegumento fino de coloracdo amarelo-clara ou parda, com trés saliéncias no
dorso convexo (FERREIRA, 1995). A dispersdo de suas sementes é zoocérica, comumente
realizada por pequenos passaros, como sabias, os quais se alimentam dos frutos maduros
(CARVALHO, 1994; CARVALHO 2003; DICKEL et al., 2011).

2.1.3 Morfotipos

A espécie pode apresentar diferentes morfotipos, que consistem em singelas alteragdes
gue podem ocorrer na morfologia de érgdos especificos de uma mesma espécie, variando de
acordo com as populacdes ou variedades. Estas diferencas morfoldgicas podem refletir em
diferentes quantidades de determinados compostos quimicos, como taninos, cafeina e
teobromina (SANTIN et al., 2015). No Estado do Paranéa foram identificados morfologicamente
trés tipos de I. paraguariensis (REISSMAN et al., 2003; DUNISCH et al., 2004; SANTIN et
al., 2015): 1) Morfotipo amarelinha: o limbo foliar apresenta uma tonalidade mais clara e as
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nervuras principais e secundarias mais amareladas; Il) Morfotipo cinza: o limbo apresenta uma
tonalidade mais cinza-esverdeada sendo as nervuras mais amareladas; 111) Morfotipo sassafras:
o limbo apresenta uma tonalidade verde-escuro brilhante e as nervuras em tom mais claro,
podendo lembrar a coloracdo do limbo de Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer.

De forma geral, também pode apresentar variagfes morfoldgicas em grande escala para
a Argentina e os Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MATTOS, 1985). A Argentina
pode apresentar variedades de folhas largas, sendo as yerba caé blanca, yerba caa amarillae a
yerba caa colorada, e uma variedade de folhas pequenas, yerba caa mini. Para Santa Catarina,
os morfotipos consistem em: I) folhas pequenas, coridceas e talo branco; Il) folhas pequenas,
coriaceas e talo roxo; Ill) folhas grandes, membranaceas e talo roxo, e; IV) folhas grandes,
membranaceas e talo branco. Para o Rio Grande do Sul, podem consideradas trés morfologias
principais: 1) do talo roxo, de folhas obovado-oblongas com apice obtuso ou agudo, ou folhas
oblanceadas com apice agudo, €; 1) do talo branco, mas com demais caracteristicas semelhantes
da anterior, e; 111) piriquita, de folhas obovado-oblongas com &pice subarredondado ou obtuso.

Os morfotipos podem estar diretamente relacionados a composi¢éo quimica das folhas
(REISSMANN et al., 2003; BORILLE et al., 2005; KASEKER et al., 2010), assim como a
propria morfologia de acordo com a procedéncia do material (OLIVA, 2007). Para tanto, a
condicdo nutricional da planta esta relacionada com diversos fatores, desde seu genétipo, sua
forma e arquitetura, idade da folha e da planta, condicGes climéticas, de solo e de manejo, e na
presenca de pragas e agentes patogénicos (MARSCHNER, 1986; JONES JUNIOR et al., 1991).
E possivel que a relacdo entre morfotipos e suas diferencas nutricionais estejam ligadas a
populacdo de origem ou até mesmo ao genotipo, uma vez que fatores como incidéncia de luz e
idade sdo facilmente controlaveis nesta espécie (KASEKER et al., 2010). Aparentemente,
alguns nutrientes foliares podem ser reflexo direto dos nutrientes encontrados no solo,
principalmente no morfotipo cinza, podendo este fator ser melhor manejado para obtencédo de
compostos fitoquimicos em maior quantidade (BORILLE et al., 2005).

Esta relagéo entre a composicao quimica e a morfologia pode sofrer variagdo de acordo
com os periodos de colheita de |. paraguariensis, que podem representar condicGes
ecofisioldgicas distintas. Além das variagBes quimicas das folhas presentes nos morfotipos,
estes podem apresentar niveis de compostos fitoquimicos como cafeina, teobromina e taninos
de maneira diferenciada (REISSMANN et al., 2003; SANTIN et al., 2015).
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2.2  USOS DA ESPECIE

O uso de I. paraguariensis ocorria previamente a colonizacdo da América do Sul, sendo
suas folhas consumidas nas formas de cha e extratos pelos povos habitantes, principalmente os
Guaranis, 0s quais ja conheciam suas propriedades estimulantes (EVANS, 1998; BURTNIK,
2006). Com a presenca dos jesuitas na regido e com auxilio dos nativos, houve consideravel
avanco no conhecimento da espécie, principalmente a fatores vegetativos, dando inicio aos
primeiros plantios no século XVII (MAZUCHOWSKI e RUCKER, 1993). A colonizagio do
continente promoveu um aperfeicoamento tecnoldgico da sua producdo, visando novos
produtos a partir das folhas como principal matéria-prima (BONDARIK et al., 2006). O seu
cultivo representa um forte vinculo econdémico, social e cultural com a regido Sul do Brasil,
envolvendo aproximadamente 600 municipios dos estados produtores, distribuidas em mais de
180 mil propriedades rurais, gerando mais de 700 mil empregos diretos e indiretos (MACCARI
JUNIOR e MAZUCHOWSKI, 2000; PASSINATO et al., 2003).

2.2.1 Produtos

Cerca de 80% da producdo de I. paraguariensis no Brasil é utilizada em consumo local
(REICHERT et al., 2013), sendo que os principais produtos consumidos da espécie passam por
pouco ou nenhum processamento industrial, sendo utilizados na forma de extratos como
chimarrdo e chas (CARVALHO, 2003). O nacionalmente conhecido chimarrdo possui um
singular vinculo cultural singular com o Rio Grande do Sul, sendo um produto simbolo do
Estado (LORENZI e MATOS, 2002; BACKES e IRANG, 2002). De maneira rudimentar, a
madeira da espécie pode ser utilizada na construcdo civil (MACCARI JUNIOR e
MAZUCHOWSKI, 2000), na producdo de painéis de aglomerado (GUIOTOKU et al., 2008),
e até na producdo de carvédo vegetal para fins especificos de filtragem (GONCALVES et al.,
2007).

O maior foco de uso desta espécie esta relacionado as suas propriedades quimicas e
fitoquimicas presentes principalmente nas folhas. Possui grande potencial na inddstria
farmacéutica, alimenticia e cosmética, participando na elaboragdo de produtos de higiene,
cosméticos, corantes, conservantes de alimentos, bebidas gaseificadas e medicamentos
convencionais e de caracteristica homeopéatica (MACCARI JUNIOR e MAZUCHOWSKI,
2000; CARVALHO, 2003). Os produtos mais beneficiados estdo se tornando comuns em outros

paises, como Estados Unidos, Alemanha, Siria, Espanha, Italia, Australia, Franca, Japdo e
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Russia, principalmente no uso para bebidas energéticas, de sabor e de estimulos (CARDOZO
JUNIOR e MORAND, 2016).

E uma espécie que vem sendo amplamente estudada mundialmente, visto sua grande
gama de produtos benéficos para a saide humana em nivel industrial (DA CROCE, 2000).
Extratos de I. paraguariensis vem sendo utilizados como um complemento a tratamentos
medicinais, visto o seu elevado potencial de compostos fitoquimicos (DARTORA et al., 2013).
Existem diversos compostos fitoquimicos presentes nesta espécie, incluindo flavonoides,
terpenoides, metilxantinas, saponinas, taninos, carotenoides, aminoacidos, acidos graxos,
carboidratos, proteinas, glicidios, vitaminas e minerais (BORILLE et al., 2005; GNOATTO et
al., 2007; REISSMANN e CARNEIRO, 2004; BIASI et al., 2008). Possui também varias
propriedades nutritivas de carater farmacéutico, como capacidade antioxidante, antimicrobiana,
diureética, digestiva, cicatrizante e estimulante (ASOLINI et al., 2006; GONCALVES et al.,
2005; KOWALCZYK et al., 2006), demonstrando também ser eficaz na inibicdo da
proliferacdo de certas células cancerigenas (MEJIA et al., 2010).

2.2.2 Relacédo entre espécie e produtor

Por estar presente principalmente em pequenas propriedades, a colheita da matéria-
prima de |. paraguariensis é capaz de produzir uma renda extra ao pequeno produtor. Além de
ser uma cultura permanente, possui periodo de colheita e extracdo em periodos de estagnacéo
de outras culturas agricolas, gerando trabalho, receita e auxiliando na permanéncia do homem
no campo (LOURENCO et al., 1997). A espécie pode se desenvolver naturalmente em areas
nativas ou de maneira consorciada, em que a mao-de-obra responsavel pela execucdo das
atividades relacionadas a esta cultura é comumente por parte do proprio produtor e seus
familiares (VASCONCELLOS, 2012).

E uma espécie que possui grande relagdo com o extrativismo, inclusive nos tempos
atuais. Ndo ¢ comumente considerada como fonte de renda primaria pelos seus produtores,
embora possua um dos melhores padrdes tecnoldgicos entre os produtos florestais ndo
madeireiros (BALZON et al., 2004). Entretanto, em algumas regides ao sul do estado do Parana
e norte de Santa Catarina ha a presenca de propriedades particulares de pequenos produtores
rurais focadas unicamente na producdo e extracdo da espécie. Paralelamente ao extrativismo,
plantios comerciais de I. paraguariensis tém se tornado necessarios para atender a demanda do
mercado consumidor (FOSSATI, 1997). Todavia, existem variagdes relevantes no pre¢o da

matéria-prima desta espécie de acordo com o sistema de cultivo utilizado. Plantios homogéneos



32

tendem a permanecer em ambientes com insolacdo direta, 0 que torna seus produtos menos
desejados pelo mercado devido a sua caracteristica de amargor. Isto dificulta a comercializagdo
do material originario de plantios homogéneos em comparacdo com o nativo (DA CROCE,
1996). Todavia, plantios comerciais mais recentes tém sido instalados em areas com algum grau
de sombreamento, visto a maior qualidade da matéria-prima, do produto final e de interesse

pelo mercado consumidor.

2.2.3 Fatores econdmicos

Economicamente, a producéo de I. paraguariensis em 2020 obteve um valor superior a
R$ 550 milhdes em nivel nacional, um aumento de quase 30% em relagdo ao ano anterior
(aproximadamente R$ 400 milhdes), enquanto a produgdo ultrapassou mais de 425 mil
toneladas, um aumento de aproximadamente 13% para 0 mesmo periodo (cerca de 370 mil
toneladas). Nos Gltimos dez anos houve um aumento superior a 80% na producao e mais do que
cinco vezes no seu valor econdémico (ndo ajustado), sendo o Estado do Parana responsavel por
mais de 85% destes incrementos (IBGE, 2021).

Ainda que constatada esta expanséo, ela permaneceu sendo restrita ao Sul do Brasil,
baseada no extrativismo por longo tempo (BALZON et al., 2004) mas, por possuir um dos
melhores padrdes tecnolégicos entre os produtos florestais ndo madeireiros, ha um atual
desenvolvimento de empresas florestais focadas de producao desta espécie na forma de plantios
comerciais. Cerca de 80% das variacdes no preco do quilograma desta cultura estdo associadas
aos pequenos produtores, possivelmente por se tratar de uma atividade de caracteristicas
extrativistas em sua maior parte (OLIVEIRA e WAQUIL, 2015).

Embora denotada a importancia econémica, diversos fatores ligados ao manejo podem
diminuir a produtividade da espécie, tais como: competicdo por recursos com plantas invasoras,
ataque de pragas, fatores ligados ao solo como a compactacdo e falta de nutrientes, podas
malfeitas e colheitas sucessivas, condi¢des climaticas adversas e envelhecimento fisioldgico
das plantas produtoras (MEDRADO et al., 2002). E comum que uma ou mais destas condicdes
estejam presentes em ervais do Brasil, sendo necessaria e recomendada a aplicacdo de
procedimentos que visem o revigoramento das plantas a partir de técnicas de recuperacéo ou
até pela propria renovacdo completa do erval, com a insercdo de novos individuos
(MEDRADO, 2005).

Embora ndo haja dados atuais quanto a demanda por mudas de |. paraguariensis para
sua cadeia produtiva (OLIVEIRA e WAQUIL, 2015), em 2005 estimava-se uma producgéo
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anual de 15 milhGes de novas plantas no Sul do Brasil (WENDT, 2005), sendo ainda possivel
que os produtores produzam suas préprias mudas, recorram a viveiros comerciais ou a outros
produtores que possuam mudas da espécie (SCHUCHMANN, 2002). Para insercdo de novos
individuos e na constituicdo de novos ervais devem ser selecionadas plantas que possuam
caracteristicas desejaveis conhecidas, como a maior produtividade, seja a partir de sementes ou
por técnicas de propagacao vegetativa (WENDLING e BRONDANI, 2015).

2.3  PRODUCAO DE MUDAS DA ESPECIE A PARTIR DE SEMENTES

No melhoramento genético desta espécie tem aumentado a selecdo de individuos com
maior produtividade, bem como com elevada qualidade da matéria-prima. Além disto, a
aplicacdo de técnicas que avaliam a qualidade fitoquimica, como metabdlicos secundarios, tém
sido mais empregadas para selecdo de plantas superiores além da prépria produtividade geral
(DONADUZZI et al., 2000; SANTIN et al., 2017). Todavia, € comum que mudas produzidas
pela via seminal apresentem variacdes de produtividade e de fitoquimicos (MEDRADO et al.,
2000; CANSIAN et al., 2003).

2.3.1 Dorméncias e outras dificuldades de germinacéao

O uso de sementes de |. paraguariensis para producdo de mudas se destaca como técnica
mais utilizada por produtores visto a facilidade de producédo e o baixo custo. Entretanto, as
sementes podem apresentar as dorméncias fisica, fisiolégica e morfolégica (CARVALHO,
2003; WENDLING, 2004; WENDLING e BRONDANI, 2015; GALINDEZ et al., 2018;
SOUZA et al., 2020) além de outros problemas, podendo em alguns casos ndo ultrapassar 5%
de germinacdo (CUQUEL et al., 1994).

A presenca da dorméncia fisica impede a absorcdo de agua pelos tecidos internos da
semente devido ao tegumento de carater rigido e lenhoso desta espécie (MEDEIROS, 1998;
FOWLER e STURION, 2000). Possui também a dorméncia morfoldgica, caracterizada pelo
embrido imaturo presente em sementes de frutos ja& maduros, sendo ainda uma massa celular
ndo diferenciada (KUNIYOSHI, 1983; CUQUEL et al., 1994; CATAPAN, 1998; FOWLER e
STURION, 2000). Por fim, a dorméncia fisioldgica, relatada na presenca de alguma substancia
que impede a germinacdo, mesmo na absor¢do de agua pela semente e com o embrido estando
maduro (MEDEIROS, 1998; SOUZA, 2018).
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A associagdo entre estas dorméncias pode resultar em longos periodos de estratificacao,
atingindo meses de duracdo, principalmente devido a dorméncia morfolégica (CUQUEL et al.,
CATAPAN, 1998; 1994; FOWLER e STURION, 2000; WENDLING, 2004). Estima-se que
somente entre 0,9% e 10% das sementes da espécie possuam embrido maduro apés a colheita
(CUQUEL et al., 1994; FOWLER e STURION, 2000).

Além das dorméncias constatadas para as sementes, ainda podem ocorrer a presenca de
sementes vazias, predadas ou deterioradas (SOUZA et al., 2020). A presenca de sementes
vazias esta possivelmente relacionada a fatores como polinizacéo, distancia entre plantas mae
e eficiéncia dos polinizadores (CARVALHO, 2003). Em aproximadamente 50,0% das
sementes com resquicios de predacdo, tem sua origem himenodptera (ZANON, 1988),
principalmente causado por pequenas vespas (SOUZA et al., 2020). A deterioracdo das
sementes provavelmente ocorre em funcdo do tempo associado a presenca de certos patdégenos,
principalmente fungos (OLIVEIRA, 2013).

O uso de sementes sem garantia de origem de I. paraguariensis foi amplamente usado
de forma proporcional ao aumento do consumo interno e externo, seguida da queda de
produtividade dos ervais nativos, do desmatamento e da expansao agricola (WENDT, 2005). O
uso de sementes sem qualidade genética e fitossanitaria pode prejudicar o seu desenvolvimento
tecnoldgico, em termos de selecdo para o melhoramento genético. E comum a menor qualidade
genética e fisiologica das mudas produzidas por esta via, seja pela escassez de plantas mae com
boa qualidade e pelo baixo percentual da germinacdo (CUQUEL et al., 1994; STURION, 1988;
MEDRADO et al., 2000). A propagacao sexuada pode conferir uma maior amplitude adaptativa
a determinados genétipos da nova geracdo, em contrapartida, ha a menor qualidade e
uniformidade das mudas produzidas (XAVIER et al., 2013). Entretanto, quando é efetuada a
fecundacdo controlada com conhecimento das caracteristicas dos progenitores, na producdo da
chamada progénies biclonais, é possivel se obter individuos de qualidade e produtividades

superiores, tal como exemplo a Cambona 4 (CORREA et al., 2011).

2.4  PRODUCAO DE MUDAS DA ESPECIE A PARTIR DE PROPAGACAO
VEGETATIVA

Uma possivel solugdo para os problemas encontrados na via seminal esta no uso de
técnicas de propagacdo vegetativa, a partir da selecdo de plantas mae com caracteristicas de
interesse (WENDLING e BRONDANI, 2015), para constituicdo das primeiras fontes de
propagulos (CARPANEZZI e CARPANEZZI, 2006), como jardins clonais, por exemplo.
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Porém, é necessario o completo entendimento do funcionamento destas técnicas, que pode ter
inimeras fontes de variagdo de acordo com a espécie, desde técnicas de resgate ao
estabelecimento de processos padronizados, como protocolos especificos de enraizamento
(STUEPP et al., 2018), os quais podem apresentar variacdes e adaptacdes de acordo com o tipo
e origem de material utilizado. Todavia, uma vez que ocorra um aperfeicoamento e a definigéo
de um protocolo eficiente, esta técnica permite a reproducdo de individuos que possuam
caracteristicas superiores mesmo sob diferentes condi¢des fisioldgicas (WENDLING et al.,
2014b; STUEPP et al., 2017a, 2018).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos na propagagdo vegetativa de |I.
paraguariensis, tanto de maneira in vitro e ex vitro, a fim de se obter materiais enraizados com
maior facilidade e de melhor qualidade fisiologica (WENDLING et al., 2013). Embora 0s
possiveis ganhos em curtos espacos de tempo (GRACA et al., 1990), faltam ainda protocolos
especificos para a sua propagacdo vegetativa para producdo de clones a nivel comercial, visto
que existe uma elevada variacdo na capacidade de enraizamento entre individuos (PRAT
KRIKUN et al., 1986; SAND, 1989; TAVARES et al., 1992; WENDLING et al., 2004;
WENDLING e BRONDANI, 2015; NASCIMENTO et al., 2020; VIEIRA et al., 2021), tendo
como perspectiva a continua necessidade de obtencdo de novos materiais, a fim de evitar um
possivel afunilamento genético.

E importante ressaltar que, além dos ganhos em produtividade, a propagacéo vegetativa
a partir da selecdo de gendtipos superiores também se trata de uma forma de conservacdo
florestal. A partir da clonagem de individuos adultos e o seguinte estabelecimento de florestas
plantadas com caracteristicas desejaveis, é possivel afirmar a ocorréncia de uma diminuicdo na
exploracdo irregular, garantindo a manutencao da diversidade no meio natural (SILVA et al.,
2021).

2.4.1 Maturacdo e técnicas de revigoramento para o resgate vegetativo

As caracteristicas desejadas por uma planta normalmente s6 sdo expressas apos atingir
certos niveis de maturacdo (HARTMANN et al., 2011), mas € comum que individuos com
caracteristicas superiores selecionados a campo possuam elevado grau de maturacdo, o que
pode dificultar o resgate do material e sua propagacdo (COSTA et al., 2005; SANTIN et al.,
2008a; BRONDANI et al., 2009; WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al., 2018). Isto se
deve ao fato de que tecidos maduros possuem menor capacidade de diferenciacdo celular,

principalmente em espécies lenhosas (TARRAGO et al., 2005). Brotagbes apicais,
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principalmente de plantas maduras, podem possuir grande dificuldade de se propagar
vegetativamente devido a sua baixa atividade fisioldgica e menor divisdo celular. Por vezes,
podem ser aplicadas técnicas que visem o revigoramento do material vegetal, aumentando as
chances de enraizamento dos propagulos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998;
HARTMANN et al., 2011; WENDLING et al., 2013; WENDLING e BRONDANI, 2015;
STUEPP et al., 2015, 2017a, 2017b, 2018; NASCIMENTO et al., 2018, 20193, 2019b).

m dos maiores desafios para a propagacdo vegetativa de |. paraguariensis estd na
obtencdo de material de carater juvenil ou de maior vigor de plantas selecionadas sem a
necessidade do seu corte, visando manté-la produtiva e viva para preservacdo de suas
caracteristicas genéticas (WENDLING et al., 2013). Em plantas lenhosas, h4 maior vigor
armazenado na porc¢do mais basal do caule, visto que os meristemas nesta regido se formam nos
periodos mais proximos a germinacdo, mantidos dormentes com o desenvolvimento da planta,
ou seja, em funcdo da sua idade ontogenética (HARTMANN et al., 2011). Para tanto, podem
ser aplicadas técnicas que visem promover a brotacdo destas gemas adormecidas, mas estas
podem ter resultados variantes na qualidade de suas brotagdes epicormicas entre si (XAVIER
etal., 2013).

Tais técnicas utilizadas nesta espécie podem partir do anelamento do caule em diferentes
alturas (WENDLING et al., 2014b; NASCIMENTO, 2018) ou diferentes proporcdes e alturas
(STUEPP et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2018), aplicacdo de podas drasticas da copa
(SANTIN et al., 2008b) e a partir da propria decepa da planta (WENDLING et al., 2014a;
STUEPP et al., 2015; 2016). Em suma, estas técnicas tém como objetivo ocasionar o desbalanco
hormonal, em que ocorre um acumulo de citocinina na &rea injuriada, reativando o
desenvolvimento vegetativo nesta regido, promovendo a brotagdo (TAIZ e ZEIGER, 2009;
HARTMANN et al., 2011). A aplicacdo de técnicas de anelamento sdo eficientes na promocéo
de brotacfes basais em |. paraguariensis, possuindo uma grande capacidade de cicatrizacdo
destes ferimentos (SANTIN et al., 2008b; WENDLING et al., 2013; NASCIMENTO et al.,
2018, 2019a, 2019b), garantindo ainda sua integridade (KRATZ et al., 2016; VIEIRA et al.,
2018).

Entretanto, a idade da planta mde e a época em que esta técnica é aplicada afeta
diretamente a capacidade de brotacdo. O anelamento do caule favorece a brotacdo em plantas
fisiologicamente jovens e quando efetuado no periodo de dorméncia da planta mae (SANTIN
et al., 2008b; BITENCOURT et al., 2009; STUEPP et al., 2016). Embora a indugdo do
desenvolvimento de brotos epicormicos seja possivel mesmo em plantas com idades avancadas

(XAVIER et al., 2013), estes ainda séo de certa forma dependentes da fisiologia atual da planta



37

mde, o qual pode estar menos ativo (HARTMANN et al., 2011). A aplicacdo desta técnica em
épocas em que o material esta dormente, especialmente pouco tempo antes do retorno do
aumento das temperaturas, pode significar que a energia utilizada para a emissao de novas
brotacdes de copa, tal como as citocininas, serdo redirecionadas para novos drenos, como as
gemas dormentes (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Outro fator associado a técnica de anelamento que pode favorecer a formacdo de
brotacdes epicdrmicas esta na nutricdo da planta mée. I. paraguariensis € uma espécie que
possui alta tolerancia a solos de baixa fertilidade e elevada acidez (CARVALHO, 2003).
Atualmente, estudos tém sido elaborados tratando das necessidades nutricionais desta espécie,
tanto para macronutrientes como para micronutrientes, especialmente para a producdo de massa
verde (SANTIN et al., 2015; BENEDETTI et al., 2019). Neste quesito, a aplicacdo prévia de
adubos nitrogenados tende a favorecer a producdo de brotacdes epicérmicas pela técnica de
anelamento completo, sem uma formulacdo ou dosagem especifica (NASCIMENTO et al.,
2019a).

Existe uma forte relacdo entre a producdo hormonal e a nutricdio da planta,
principalmente quanto aos elementos N, P e K, sendo o primeiro considerado o mais importante
(HARTMANN et al., 2011). O nitrogénio (N) aparentemente é o elemento mais importante na
sintese hormonal em plantas, correlacionando desenvolvimento vegetativo em fun¢do da sua
auséncia, presenca e quantidade (TAIZ e ZEIGER, 2009; HARTMANN et al., 2011; KIBA et
al., 2011). Este também é considerado como o elemento mais importante para |. paraguariensis
no seu crescimento e desenvolvimento (BELLOTTE e STURION, 1983; ZAMPIER, 2001).
Este estd associado a producdo e transporte de citocininas, hormdnio responsavel pelo
desenvolvimento de novas brotacdes (TAIZ e ZEIGER, 2009; HARTMANN et al., 2011). Ao
utilizar do elemento N, a planta aumenta consideravelmente sua quantidade de citocinina de
maneira rapida, indicando que ha um sistema comunicador entre raizes e parte aérea,
aumentando a eficiéncia do uso deste elemento (TAKEI et al., 2001; SAKAKIBARA, 2006).
O fosforo (P) tem elevada importancia para o desenvolvimento da espécie, especialmente
guando associado aos elementos N e potassio (K) (SANTIN et al., 2008a; SANTIN et al.,
2013), mas ndo sendo exigente em grandes quantidades deste (REISSMAN et al., 1983;
RADOMSKI et al., 1992).
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2.4.2 Resgate de galhos destacados para producéo de brotagdes

Alternativamente, é possivel manter um propagulo produtor de brotacdes epicormicas a
partir do armazenamento de galhos destacados, acondicionados em local sob condigcdes
ambientais favoraveis (ROSA et al., 2003; ALMEIDA et al., 2007; WENDLING et al., 2009;
WENDLING et al., 2013; MENEGUZZI, 2017; NASCIMENTO et al., 2018). Esta técnica se
trata da coleta direta de galhos fisiologicamente ativos das plantas mée, podendo possuir
tamanhos e formas variadas, acondicionados em casa de vegetacdo com condi¢cGes ambientais
propicias para o desenvolvimento vegetativo da parte aérea de maneira continua (HARTMANN
etal., 2011).

Nesta técnica ndo ha o abate da planta mae, ha facilidade do manejo do material, no
preparo e na coleta das brotacdes produzidas, uma vez que se encontram em locais de facil
acesso e manutencdo (WENDLING e BRONDANI, 2015). Em contrapartida, os galhos estdo
diretamente relacionados com a questdo ontogenética (XAVIER et al., 2013), dependendo de
sua posicdo em altura na planta mée, o que pode comprometer o vigor do material (ALMEIDA
et al., 2007). Também, certas dificuldades como a manutencdo da sobrevivéncia dos galhos e
producdo de brotagcdes de maior comprimento podem ser encontradas para l. paraguariensis
(WENDLING et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018), possivelmente associadas a fatores
como o gendtipo utilizado (SILVA et al., 2021), local de origem, tamanho, forma e disposicao

no ambiente de acondicionamento.

2.4.3 Estaquia e miniestaquia

Quanto ao processo de propagacdo vegetativa propriamente dita, existem diversas
técnicas que podem ser utilizadas em I. paraguariensis, sendo as mais utilizadas a estaquia e a
miniestaquia. A estaquia consiste na producdo de mudas a partir de propagulos oriundos de uma
planta méde, comumente a partir de brotacdes, sendo de facil aplicacdo, enquanto o material para
miniestaquia é proveniente de um minijardim clonal, com o uso de individuos superiores pré-
estabelecidos ou a partir de mudas originadas de sementes, com caracteristicas de sele¢éo ou
ndo (WENDLING e BRONDANI, 2015). O principal requisito para o sucesso destas técnicas
estd na formacdo de raizes adventicias nos propagulos, mas é comum que muitas espécies
lenhosas tenham dificuldades de enraizamento (HARTMANN et al., 2011). Baixos indices de
enraizamento de . paraguariensis e a auséncia de um protocolo eficiente comprometem o uso
a nivel comercial, principalmente pela estaquia (WENDLING e BRONDANI, 2015).
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Existem vérios fatores interferentes no sucesso do enraizamento para esta espécie. Estes
fatores vao desde as caracteristicas genotipicas e ambientais do material de origem e seu grau
de maturacdo, a época de coleta de material vegetal, a nutricdo da planta mée e por consequéncia
da estaca produzida, o tipo e forma de propagulos produzido, o uso de hormonios promotores
de enraizamento, o ambiente de enraizamento, entre outros. Além dos fatores mais conhecidos,
também h& mecanismos epigenéticos, anteriormente conhecidos como fator “C” (RADOSTA
etal., 1994), responsavel por alterar a funcao de genes sem haver alteracdo do material genético,
capaz de promover diferentes atividades fisiologicas com igualmente diferentes respostas
morfolégicas dos propagulos, mesmo estes sendo clones (RAPP e WENDEL, 2005).

As populacbes de origem do material vegetal, as épocas de coleta, assim como 0s
gendtipos inseridos em cada populacdo, podem ter diferentes indices de enraizamento
(HARTMANN et al., 2011). I. paraguariensis possui uma vasta area de ocorréncia em
diferentes tipologias florestais, pressupondo que adaptagdes genéticas aos diferentes ambientes
tenham ocorrido e ainda estejam presentes a partir do processo de selecdo natural,
proporcionadas pela reproducdo cruzada. Em termos genéticos, esta espécie apresenta maior
variancia entre individuos de uma mesma populacdo do que entre populacdes (SILVA, 2019;
STEDILLE, 2020), podendo apresentar diferentes gendétipos com boa capacidade de
enraizamento. Assim, de maneira indireta, 0 ambiente exerce forte influéncia na capacidade de
sua propagacéo vegetativa (WENDLING e BRONDANI, 2015; NASCIMENTO et al., 2020).

Semelhantemente, existe relacdo com as estacdes do ano para a coleta de material, ndo
havendo uma época definida para tanto, em que os resultados podem ser muito variantes. O
aumento das temperaturas promove o retorno do crescimento vegetativo das plantas, reativando
a divisdo e diferenciacdo celular (HARTMANN et al., 2011; STUEPP et al., 2017a). Em
contrapartida, propagulos coletados durante o outono e inverno apresentam maior
sobrevivéncia, possuindo maiores quantidades de acumuladas de reservas energéticas
(OLIVEIRA et al., 2012; PIMENTEL et al., 2017, 2019).

O proprio grau de maturacdo das plantas mée e a aplicacéo de técnicas de revigoramento
das mesmas, para formagéo de brotac6es epicormicas ou adventicias, aparenta ser essencial no
sucesso de enraizamento por estaquia. Embora o material revigorado aparente ser mais sensivel,
este pode possuir um melhor enraizamento, com maior nimero de raizes e de maior
comprimento quando comparadas com estacas produzidas a partir de brotagdes do ano
(BITENCOURT et al., 2009; WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al., 2015, 2016, 20173,
2017b; NASCIMENTO et al., 2018). Embora eficiente para propagacdo vegetativa desta

especie (WENDLING et al., 2013), é necessario ficar atento para a regido de indugédo de
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brotacBes epicormicas. A maior altura de coleta de material vegetal pode significar uma idade
ontogenética mais madura, o que pode inutilizar a técnica de resgate, obtendo um material de
baixo vigor (ALMEIDA et al., 2007; HARTMANN et al., 2011).

A nutricdo das plantas mée também aparenta ser um fator importante, em que a estaquia
apresenta melhores resultados quando ocorre a adubacao nitrogenada de maneira previa a coleta
de propagulos (PICOLOTTO et al., 2015 NASCIMENTO et al., 2019a; DUARTE et al., 2020).
Estacas de I. paraguariensis produzidas a partir de brotacfes epicérmicas de plantas adubadas
com tratamentos nitrogenados podem apresentar um enraizamento consideravel
(NASCIMENTO et al., 2019a). Isto ocorre, pois, uma planta melhor nutrida tende a produzir
uma maior quantidade de hormonios de crescimento, dentre eles as auxinas, promovendo o
crescimento e desenvolvimento de raizes (TAKEI et al., 2001; SAKAKIBARA, 2006).

Fatores diretamente relacionados a morfologia da estaca e miniestaca produzida, como
0 numero de folhas, o seu tamanho e secdo de origem desta da brotacdo podem garantir um
melhor enraizamento. As folhas sdo as principais responsaveis pela producdo de auxinas na
planta (TAIZ e ZEIGER, 2009; HARTAMNN et al., 2011), sendo a sua permanéncia essencial
para o enraizamento. Existe uma forte relacéo entre a posicéo da folha e o local de formacéo de
raizes, sendo estas formadas no mesmo sentido axial da folha. Portanto, o maior nimero de
folhas em uma mesma estaca pode proporcionar seu melhor enraizamento (TARRAGO et al.,
2005). Entretanto, a remocdo do maior nimero de folhas e a reducdo de sua area foliar é uma
atividade essencial para a manutencdo da sobrevivéncia dos propagulos, reduzindo a sua
transpiracdo excessiva, podendo afetar indiretamente o enraizamento. Ainda, € comum que em
decorréncia ao estresse ocasionado pelo processo de estaquia e miniestaquia, os propagulos
percam suas folhas originais, sendo dependentes de novas brotacdes para producdo de auxinas
e dos conseguintes processos para 0 seu enraizamento.

O uso de reguladores de crescimento foi considerado um dos fatores de maior influéncia
no enraizamento de propagulos de espécies lenhosas, e dentre os principais esta o indol-3-
butirico (AIB) (HARTMANN et al., 2011). Este regulador foi vastamente utilizado em estudos
visando a propagacdo vegetativa de |. paraguariensis (BITENCOURT et al., 2009;
WENDLING et al., 2013; NAGAOKA et al., 2013; STUEPP et al., 2017a; BISOGNIN et al.,
2018; NASCIMENTO et al., 2020). Mesmo na utilizacdo exdgena de doses consideradas
elevadas de AIB, de 6.000 mg L (BITENCOURT et al., 2009; STUEPP et al., 2017a) a até
10.000 mg Lt (NASCIMENTO et al., 2020), este ndo influenciou significativamente no
enraizamento de propagulos desta espécie, podendo a formacao de raizes estar mais associada
com o grau de maturacdo da planta mde (WENDLING et al., 2015; STUEPP et al., 2017a).
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Além disto, a presenca de alcool para produzir a solu¢do pode afetar a sobrevivéncia de
propégulos devido suas caracteristicas surfactantes e desidratantes (HARTMANN et al., 2011).

O ambiente de acondicionamento dos propagulos também influencia seu enraizamento,
em que ambientes com umidade relativa do ar sempre superior a 90% garantem sua maior
sobrevivéncia e enraizamento (BRONDANI et al., 2008; BRONDANI et al., 2009; XAVIER
et al., 2013; NASCIMENTO et al.,, 2020). Neste quesito, ambientes com controle de
temperatura e irrigacdo por nebulizacdo garantem uma maior sobrevivéncia e enraizamento
desta espécie (BRONDANI et al., 2008). O gendtipo da planta mée pode ser um fator
determinante para 0 sucesso no enraizamento, requerendo diferentes condicOes de
acondicionamento para propagulos de diferentes plantas mae (MOKODETI et al., 2000;
BISOGNIN et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2020; VIEIRA et al., 2021).

|. paraguariensis possui seu enraizamento preferencialmente de forma direta, também
chamada de via priméria, ndo sendo comum que haja a formagéo de calos para tanto, sendo
comum o n&o enraizamento na sua presenca (TARRAGO et al., 2005). Esta variavel apresenta
estar ligeiramente relacionada com o grau de maturacdo da planta mée. Plantas mée mais jovens
desta espécie tendem a possuir um enraizamento direto, enquanto as mais maduras produzem
mais calos (WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al., 2017a). A formacdo de calos em
propagulos se trata do inicio da divisdo celular, formando uma massa celular em sua base sem
definicdo especifica. Todavia, por algum motivo a diferenciacdo celular é incompleta,
possivelmente ocasionada pela insuficiéncia de auxinas (TAIZ e ZEIGER, 2009; HARTMANN
et al., 2011). Em contrapartida, é possivel que propagulos com calos produzam raizes se estes
permanecerem por maiores periodos no ambiente de enraizamento, visto que 0S processos
fisiol6gicos ainda ocorrem neste material (STUEPP et al., 2017b; NASCIMENTO et al., 2018).

2.4.4 Micropropagacao

Outra via de propagacéo vegetativa € a micropropagacao, em que ha um maior controle
das variaveis que podem afetar o enraizamento do material vegetal, sendo uma das técnicas
mais utilizadas para regeneracdo de plantas de alto interesse (HARTMANN et al., 2011). Este
método é largamente recomendado como técnica biotecnoldgica para multiplicacdo de plantas
selecionadas (HU, 1989; MROGINSKI et al., 1997). E capaz de produzir uma grande
guantidade de individuos a partir de poucas plantas mde, em um curto prazo de tempo e em
pequenos espacos laboratoriais, podendo acelerar os programas de melhoramento, antecipando
em anos os resultados e selecdo de clones (DUTRA e SILVA, 2009; HARTMANN et al., 2011,
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OLIVEIRA et al., 2013), considerando que as células vegetais possuem autonomia potencial
para sua propria regeneracdo quando submetidas aos tratamentos adequados para tanto
(KERBAUY, 1999). Apesar de haver diversos trabalhos com o género llex ou com a propria I.
paraguariensis, ainda é inexistente um protocolo definido para a sua micropropagacéo
(MORANDI, 2020), algo comum para parte das especies florestais (OLIVERIA et al., 2013).

Assim como para outros meios de propagacdo vegetativa, existem certos desafios na
micropropagacdo desta espécie. Semelhantemente a estaquia e miniestaquia, esta técnica é
influenciada pelo grau de maturacdo do material vegetal utilizado, da época de coleta de
material, do gendtipo utilizado, além do meio de cultura, o tipo e a concentracdo correta de
reguladores de crescimento e os tratamentos de descontaminacg&o. Este Gltimo aparenta ser uma
das principais causas da baixa sobrevivéncia de explantes desta espécie, com elevadas
porcentagens de contaminacdo por bactérias e fungos (DUTRA e SILVA, 2009). Além da
contaminacdo, a elevada oxidacdo dos propagulos também torna esta técnica desafiadora para
a espécie (SANSBERRO et al., 1998, 2001; MROGINSKI et al., 2011; STACHEVSKI et al.,
2013; MENEGUZZI et al., 2016; MORANDI, 2020).

O atual grau de maturacdo e a época em que sdo coletados os explantes e estabelecidos
in vitro afetam consideravelmente a sobrevivéncia dos propagulos. De mesma forma como a
estaquia, h& a influéncia da idade fisiologica do material utilizado, sendo que, quanto mais
maduro, maior é a dificuldade de propagacio (SANSBERRO et al., 2000). E comum que
plantas a campo apresentem maior maturidade, sendo esta uma das principais causas das
elevadas porcentagens de contaminacdo enddgena e rapida oxidacdo em I. paraguariensis
(REY e MROGINSKI, 1988; SANTOS e WENDLING, 2003). Visto isto, alguns estudos
objetivaram diminuir este problema pela utilizacdo de propéagulos de plantas mantidas em
viveiro, considerando que as brota¢es mais apicais apresentariam uma menor porcentagem de
contaminantes, podendo ainda ser tratados periodicamente com fungicidas (BERNASCONI et
al., 1998; ZANIOLO e ZANETTE, 1999).

Os propagulos também podem ter sua sobrevivéncia afetada pela época de sua coleta,
gue, quando estabelecidos durante o inverno, possuem uma maior porcentagem de resiliéncia e
menor porcentagem de contaminacédo por bactérias (ROSA et al., 2006). A maior sobrevivéncia
de propagulos obtidos nas estacdes frias esta diretamente relacionada a suas maiores reservas
energéticas, mantidas para o retorno do aumento das temperaturas (OLIVEIRA et al., 2012).
Estas mesmas estagbes frias retardam o desenvolvimento de bactérias, exigentes de
temperaturas mais elevadas (AGRIOS, 1978). Além da maior contaminacdo obtidas nas

estacOes quentes também ha a maior oxidacao dos explantes, justificado pela maior atividade
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fisiologica devidos as maiores temperaturas e pelo acumulo de compostos fendlicos
(MROGINSKI et al., 1997; ROSA et al., 2006). Ainda, para esta espécie, é possivel que haja
uma associacgdo entre a época de coleta e os clones utilizados, sendo uns mais responsivos do
que outros de acordo com as estacdes do ano testadas (BERNASCONI et al., 1998).

O tipo de meio de cultura utilizado, em funcdo das quantidades corretas de reguladores
de crescimento e de outras substancias, pode afetar o desenvolvimento dos propégulos
(FERREIRA et al., 1991; SANSBERRO et al., 2000; LUNA et al., 2003; HORBACH, 2008;
DUTRA e SILVA, 2009), mas ndo é responsavel pela manutencdo da sobrevivéncia dos
explantes, havendo a outros fatores (DUTRA e SILVA, 2009). Para garantir o sucesso no
enraizamento por micropropagacao na erva-mate, pode ser necessario promover a troca de
meios, entre um meio indutor e um meio especifico para o desenvolvimento das raizes. Porém,
0 excesso de AIB pode ser prejudicial para o enraizamento de explantes, mas pode aumentar
em proporcao o numero de raizes do material efetivamente enraizado (ZANIOLO e ZANETTE,
2001). Este mesmo efeito é percebido no estabelecimento de segmentos nodais de I.
paraguariensis em meios contendo sacarose, obtendo um valor ideal (SANSBERRO et al.,
2000).

Os tratamentos prévios contra agentes contaminantes aparenta ser uma das causas mais
importantes da baixa sobrevivéncia de explantes nesta espécie (DUTRA e SILVA, 2009), se
relacionado diretamente com a qualidade fitossanitéaria da planta mde (CHALUPA, 1981). A
contaminacdo por fungos pode ser eficientemente controlada com o uso de tratamentos
periddicos com fungicidas previamente a coleta de propagulos (PANICK, 1995; ZANIOLO e
ZANETTE, 2001). Para descontaminagédo antes do estabelecimento in vitro em si, comumente
é utilizado NaOCI com doses variando entre 1% e 5% com tempos entre cinco e 30 minutos de
exposicao, sendo solivel em agua, o que facilita também a sua remocdo (BARRUETO CID e
ZIMMERMAMM, 2006). Elevados tempos de exposicdo ao NaOCIl diminuem
consideravelmente a contaminacgdo por fungos e bactérias em explantes de |. paraguariensis,
mas de maneira inversamente proporcional, aumentam a sua oxidacdo, com perdas de material
por fitotoxidez (ZANIOLO e ZANETTE, 2001; BARRUETO CID e ZIMMERMAMM, 2006).
Embora ainda sejam aplicados tratamentos considerados abrasivos, os propagulos desta espécie
podem apresentar uma grande quantidade de bacterias e fungos endofiticos, dificultando muito
sua desinfestacdo e aumentando sua oxidagdo (PENNA, 2000; PIMENTEL et al., 2006).

N&o foram encontrados trabalhos referentes a utilizacdo de diferentes tipos de radiacdo
luminosa no estabelecimento in vitro de llex paraguariensis ou do género llex, podendo ser

importante a avaliagdo deste tipo de tratamento. Entretanto, trabalhos com este tema em outras



44

espécies vegetais demonstram que as lampadas do tipo LED podem ser significativamente
superiores as incandescentes ou fluorescentes convencionais. Na micropropagacdo de Musa
spp., as lampadas LED de cor branca ou vermelha sao eficientes para um aumento no niumero
de brotacdes de seus propagulos (FACANHA et al., 2018), enquanto para Gossypium hirsutum
L. (LI et al., 2010), a associacdo entre as lampadas LED vermelhas e azuis promoveu um
desenvolvimento mais saudavel dos propagulos, obtendo ainda maior biomassa do que outros
tratamentos. Em Fragaria x ananassa Duch (ROCHA et al., 2010) a utilizacdo de lampadas
LED vermelha ou verde promove um aumento de suas brotacfes, em que a vermelha também
¢ capaz deu aumentar a quantidade de clorofila a e b. Para Onicidium baueri Lindl.
(CAMARGO et al., 2015), a utilizacdo de filtros de acetato de celulose sobre as lampadas
comuns ndo altera significativamente o seu desenvolvimento de forma geral, com resultados
semelhantes com o tratamento sem este tipo de material.

Algumas das razdes pela utilizagdo de lampadas que ndo sejam as do tipo convencionais
sdo a economia de energia ao se utilizar lampadas do tipo LED, sua baixa emissdo de calor,
longo periodo de vida, eficiéncia luminosa e especificidade do comprimento de onda (ROCHA
et al., 2010; LI et al., 2010; FACANHA et al., 2018). Os laboratorios de micropropagacao de
plantas clonais estdo aos poucos substituindo as ldmpadas comuns por sistemas LED, uma vez
que sdo capazes de promover um maior e melhor desenvolvimento dos propagulos com menor
custo de producdo (FACANHA et al., 2018). Tais diferencas ocorrem, pois, a morfogénese é
altamente dependente da intensidade luminosa, do seu comprimento de onda, densidade de
fluxo e até do fotoperiodo, influenciado na diferenciacdo e crescimento das células vegetais
(GEORGE et al., 1993). A qualidade e a intensidade de luz sdo capazes de desencadear
respostas fisiologicas nos vegetais, principalmente em in vitro visto sua maior sensibilidade aos
fatores ambientais, sendo uma reacdo de fotorreceptores capazes de traduzir a luz recebida em
processos bioquimicos (MORINI e MULEO, 2003). Estes aparatos sdo capazes de traduzir, a
partir de uma mesma luz, todas os comprimentos de ondas obtidos e de certa forma transforma-
los anatomicamente e diferenciar tecidos, podendo por exemplo promover o acumulo de
carboidratos, desenvolver a parte aérea e alterar concentracdes de determinados hormonios
(DIGNART, 2006).
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3 METODOLOGIAS COMUNS

3.1 ORDEM DE CAPITULOS E EXPERIMENTOS

Durante o periodo de estudo sobre resgate e propagacao vegetativa de I. paraguariensis
e através da observacdo, avaliacdo e interpretacdo de seus resultados, novos experimentos foram
realizados com o objetivo de verificar causas e efeitos a partir de novas hipdteses em funcéo da
aplicacdo do método cientifico. Para tanto, estdo apresentados quatro experimentos de estaquia
da espécie (nUmero de ordem (n) de experimentos de estaquia — Esn; Experimento de estaquia
com material previamente adubado — EsAd; experimento de estaquia com material de origem
epicormica — ESEpi), cinco experimentos sobre seu resgate vegetativo a partir do anelamento
completo ou de galhos destacados (experimento de adubacdo — Ad; nimero de ordem (n) de
experimentos de galhos destacados — Gan) e trés tratando de seu estabelecimento in vitro
(numero de ordem (n) de experimentos de estabelecimento in vitro — Min). Estes experimentos

estdo devidamente distribuidos em cinco capitulos (Tabela 1).

Tabela 1 — Relacédo de capitulos e experimentos dos estudos propagacao vegetativa de I.

paraguariensis de diferentes populac6es

Capitulo Experimentos* Titulo
Resgate e propagacdao vegetativa de gendtipos de llex

| Esl; Gal L
paraguariensis

I Ad: EsAd Adubacéo de llex paraguariesis para o res_gate vegetativo e
sua propagacao por estaquia

m Es7 Interacdo entre genotipos e ambientes na propagacao de llex
paraguariensis por estaquia

v Ga2; Ga3; Gad: ESEpi Brotagdo epicormica de galhos destacados_de llex

paraguariensis para o resgate vegetativo
v MiL: Mi2: Mi3 Estabelecimento in vitro de llex paraguariensis sob

diferentes fontes de iluminacéo artificial

*Um resumo das defini¢fes dos experimentos citados pode ser observado ao final do tdpico 3.3 na Tabela 3.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

3.2 METODOLOGIAS COMUNS

Neste segmento, estdo apresentadas as metodologias que foram comuns ou ao menos
em parte para todos os experimentos. Estdo contemplados a caracterizagdo das populagoes
estudadas, a selecdo dos individuos, a coleta do material vegetal e seu transporte, o seu

processamento e 0 seu acondicionamento, as variaveis analisadas e a estatistica comum a todos
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0s experimentos. As particularidades e delineamentos estdo apresentados separadamente em
cada capitulo (itens 4, 5, 6, 7 e 8).

3.2.1 Caracterizacdo das populagdes de origem

Foram estudadas, inicialmente, cinco popula¢fes de |. paraguariensis quanto a sua
propagacao vegetativa. Os locais de origem pertencem as municipalidades de Catanduvas (SC)
(28°95°67” S; 52°78°22” 0), Cruz Machado (PR) (26°01°19” S; 51°21°04” O), Painel (SC)
(27°84°97” S; 49°93°54” O), Trés Barras (SC) (26°12°19” S; 50°21°62” O) ¢ Urupema (SC)
(27°96°52” S; 49°83°92” O). Desta forma, ficaram determinadas quatro populagdes da espécie
no Estado de Santa Catarina e uma no Parand, sob caracteristicas ambientais especificas (Tabela
2). Ap6s um experimento preliminar, foram utilizadas duas populacdes (Trés Barras e
Urupema) para os demais estudos visto suas maiores divergéncias em relagdo as condicOes

climaticas

Tabela 2 — Resumo das caracteristicas meteorologicas e ambientais, de tipologia florestal e

de solos das populacdes de I. paraguariensis de estudo

Locais Clima (K6ppen) Tzrr?ﬁélr?f é;*m a Tgnmugl rzyg;Ta Temp. média anual (°C)
Catanduvas Cfb 26,3 55 16,2
Cruz Machado Cfb 25,8 8,6 17,5
Painel Cfb 23,6 6,7 14,7
Trés Barras Cfb 26,0 9,4 17,9
Urupema Cfb 23,6 5,6 14,1
Locais Pluviosi. media Altitude média (m) Tipologia florestal ~ Solos (predominancia)
anual (mm)
Catanduvas 1.895 945 FOM-FES/D B. Estrut.
Cruz Machado 1.561 815 FOM Cambissolos
Painel 1.656 1.123 FOM Cambissolos
Trés Barras 1.673 762 FOM Cambissolos
Urupema 1.634 1.335 FOM Cambissolos

Em que: FOM: Floresta Ombréfila Mista, FES: Floresta Estacionéaria Semidecidual, FED Floresta Estacionéria
Decidual; *Médias das maiores e menores temperaturas mensais do ano. Fonte: pt.climate-data.org, 2022. Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).

Estas populacGes se encontravam sob diferentes condigdes entre si no momento de
aplicacdo de experimentos ou coleta de material vegetal, principalmente devido ao seu uso. Os
individuos de I. paraguariensis das populactes de Catanduvas (CT), Cruz Machado (CM) e
Trés Barras (TB) estavam em meio a vegetacdo mais aberta, sem adensamentos com outras
espécies de mesmo porte, circundada por gramineas, sendo sombreadas por individuos arbéreos

de maior porte, principalmente Araucaria angustifolia. Excepcionalmente, a populacédo de TB
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possuia um espagamento entre plantas melhor definido (1,5 m x 1,5 m), se tratando de um
plantio em linha. Estas trés populacfes séo pertencentes a empresas privadas com objetivo de
producdo de folhas da espécie para comercializacdo, principalmente no estilo erva para
chimarréo.

Os individuos das populagdes de Painel (PL) e Urupema (UR) estavam em condigdes
mais adensadas com espécies nativas de portes diversos, menores do que os individuos da
espécie, mas também sendo sombreadas principalmente por arvores de A. angustifolia. Estas
duas populacgdes se encontravam inseridas em propriedades particulares, em que o objetivo dos
produtores estava no extrativismo para obtencéo de renda extra.

Quanto a origem, a maior propor¢do dos individuos presentes nas populacdes estudadas
é resultado da conducdo da regeneracdo natural em todas as populacdes, independente da
finalidade do erval. Corriqueiramente, eram utilizadas sementes proprias e mudas de viveiros
locais para enriquecimento da producéo, sendo esta ocorréncia maior na populacdo de TB. De
acordo com os produtores, a idade das plantas mée variou entre 10 e 20 anos para CM, CT e
TB, e 15 e 25 anos para PL e UR.

3.2.2 Selecgdo dos individuos

Tratando da selecdo dos individuos para coleta de material vegetal dentro de cada
populacdo, certos critérios foram previamente estabelecidos. Uma distancia minima de 50 m
entre individuos de interesse foi considerada para a coleta, a fim de diluir um possivel grau de
parentesco e maior representatividade populacional (SILVA, 2019; BITTENCOURT, 2021).

N&o houve coleta do material vegetal de individuos que apresentassem algum tipo de
dano as suas folhas, seja pela presenca de algum agente xil6fago ou por fator abiético. Assim,
individuos com suspeicdo ou na evidente presenca de broca (Hedypathes betulinus), cochonilha
(Ceropplastes grandis) ou lagarta (Thelosia camina) ndo foram coletados. Desta forma, uma
similaridade entre individuos da mesma populacdo foi respeitada, ndo sendo selecionados
individuos muito divergentes.

O diametro a altura do peito (DAP) dos individuos de interesse foi obtido com fita
métrica na circunferéncia a altura do peito (CAP), sendo transformados pela divisdo por 7.
Individuos bifurcados obtiveram seus didmetros transformados pela raiz da soma de seus
guadrados, obtendo um unico valor. Os dados de diametro estdo apresentados separadamente

de acordo com cada capitulo.
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3.2.3 Coleta de brotacdes e de galhos

Quanto a coleta de material vegetal, as brotacbes das copas dos individuos de I.
paraguariensis selecionados foram seccionadas com tesoura de poda. Como critério, foi
coletado material vegetal posicionado acima de 1,3 m para todas as populagdes visando evitar
varia¢fes demasiadas na sua idade ontogenética. As brotacfes foram devidamente separadas
por gendtipo e populacao.

Os galhos destacados para inducdo de brotacdes epicormicas foram obtidos dos mesmos
gendtipos em que houve coleta de brotagdes ou de outros individuos da espécie em mesma area
de coleta, desde que apresentassem caracteristicas de interesse, como por exemplo, um maior
didametro. Os galhos mais finos, com diametros variando entre 10 e 20 mm (+ 2,5 mm) eram
normalmente pertencentes ao apice da planta, inteiramente retilineos e sem bifurcagdes,
lignificados de forma parcial ou completa. Os galhos grossos, com diametros variando entre 20
e no maximo 60 mm (+ 11,4 mm) foram obtidos de regides mais medianas na planta (acima de
1,3 m), os quais comumente possuiam bifurcacdes e ondulac¢des/tortuosidades devido a antigas
podas de coleta ou ao préprio desenvolvimento vegetativo, sendo completamente lignificados.

Os galhos foram identificados em nivel de populagéo.

3.2.4 Transporte do material vegetal

Apds a coleta, as brotacdes foram armazenadas em caixa de isopor ou em sacos plasticos
(100 L), ambos com agua resfriada para evitar a desidratacdo excessiva durante o transporte.
Quando usada a caixa de isopor, parte do material permanecia parcialmente submerso em agua
com a tampa fechada, enquanto nos sacos ocorria borrifo de agua no momento do
armazenamento e durante o transporte de acordo com o tempo e necessidade, permanecendo
sempre este aberto para evitar sobreaquecimento. Semelhantemente, os galhos destacados
foram armazenados em sacos plasticos (100 L) com &gua, sendo estes selados posteriormente.

O material vegetal foi destinado ao Viveiro Florestal da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC) do Centro de Ciéncia Agroveterindrias (CAV) (27°47°33” S;
50°18°04” O), no municipio de Lages (SC), que possui clima temperado (Cfb) e precipitacdo
média anual de 1.441 mm (Figura 1), para posterior processamento.
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Figura 1 — Dados das temperaturas (°C) meédias, maximas e minimas, e umidade relativa do ar (%) para o tempo de ocorréncia de experimentos

de estaquia e galhos destacados (de setembro de 2019 a fevereiro de 2020 e de setembro de 2020 a novembro* de 2021) no municipio de Lages,
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3.2.5 Processamento do material vegetal

Ao chegar no Viveiro Florestal, as brotagdes foram separadas e processadas de acordo
com cada gendtipo. As brotacGes foram seccionadas em estacas (x 5 cm) com tesoura de poda,
com corte em bisel, mantendo uma ou mais folhas com 50% de sua éarea reduzida para evitar a
transpiracéo excessiva. Devido a escassez de material vegetal de alguns individuos, somente o
apice (regido contendo as Ultimas folhas) e a base (quando muito lignificada) ndo foram
utilizadas para producéo de estacas. As estacas foram mantidas e agua até 0 momento de sua
implantacéo no substrato.

Os galhos destacados, quando necessario, foram redimensionados com serrote de poda
em galhos de menor comprimento (entre 20 e 50 cm). Estes tiveram seus apices selados com
plastico para evitar a desidratacdo excessiva e prolongar sua vida util. De todos os galhos foram
removidas suas brotacGes e folhas remanescentes, assim como qualquer outro material vegetal
néo pertencente ao galho, oriundos de plantas vizinhas, musgos ou liquens.

Para micropropagacéo, as brotacGes foram seccionadas em explantes (£ 2,0 cm) com
tesoura de poda, removendo as folhas, mas mantendo ao menos uma gema foliar. Este material
foi armazenado em &gua até o momento do processo de desinfestacdo e micropropagacao
propriamente dita no Laboratério de Propagacdo e Melhoramento da Engenharia Florestal
(LAPROMEF) da UDESC. As demais etapas e procedimentos de micropropagacao, tal como

meio, desinfestacdo e varidveis analisadas, estdo apresentadas em um capitulo proprio (item 8).

3.2.6 Acondicionamento das estacas e galhos destacados

Para a estaquia, foram utilizadas bandejas (20 L) ou tubetes (110 cm®) contendo um dos

seguintes substratos:

l. Uma mistura homogénea e umedecida de substrato comercial, composto de uma mistura
de casca de Pinus sp., cinzas, vermiculita, turfa, serragem e bioestabilizadores (aditivos:
corregédo de acidez — 0,5%, fosfato natural — 0,5%, fertilizante mineral NPK — 0,6%;
densidade: 310 kg m), e vermiculita fina (1:1 ou 1:2 v/v), ou;

. Composto de uma mistura de turfa, vermiculita, residuo orgénico classe “A” e calcario
(densidade: 130 kg m™3), néo sendo adicionado mais vermiculita fina além da ja presente

no substrato comercial em funcéo da sua baixa densidade.
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Houve o acréscimo de 6 g L de fertilizante NPK (15-9-12) de liberagdo controlada em
ambos os substratos, com o intuito de garantir a continuidade do desenvolvimento de estacas
efetivamente enraizadas. O tipo de substrato utilizado para cada experimento esta determinado
em cada capitulo.

As bandejas (20 L) ou bandejas de tubetes (110 cm?®) contendo as estacas foram

acondicionadas em um dos seguintes ambientes:

Um estufim inserido sob uma casa de vegetacdo com sombrite (50%) no Viveiro
Florestal da UDESC, possuindo irrigacdo automatica por microaspersdo, composta de
quatro irrigacOes didrias de dez minutos cada (9:00, 12:00, 15:00 e 18:00 horas)
(PEREIRA et al., 2019), sendo que porc6es ou lados inteiros deste podem ser abertos a
fim de diminuir a temperatura em dias de calor excessivo, ou;

Uma casa de vegetacdo com irrigacdo por nebulizacdo intermitente (CVNI) de uma
empresa florestal localizada no municipio de Otacilio Costa (SC) (27°31°’18” S;
50°06°07” O) (NASCIMENTO et al., 2020), o qual possui clima temperado (Cfb), com
temperatura média de 16,3 °C e precipitacdo média anual de 1.519 mm. Este ambiente
tem objetivo de propagar e manter gen6tipos com possiveis caracteristicas superiores de
Eucalyptus sp., possuindo controle de temperatura e umidade do ar, a fim de minimizar
os efeitos das estacOes e dias frios, assim como garantir a maior sobrevivéncia e

enraizamento dos propagulos.

Destes ambientes, foram coletadas informacg6es de temperatura (°C) e umidade relativa
do ar (%) com o uso de um datalogger, obtendo estes dados a cada dez minutos durante todo o
periodo do experimento (Figura 2). Somente o capitulo 111 (item 6) testou ambos os ambientes
de enraizamento, enquanto para 0s demais foi utilizado apenas o0 ambiente 1.

Os galhos destacados foram implantados em bandejas (20 L) preenchidos com
vermiculita fina umedecida ou substrato descartado (2/3) para dar sustentacdo vertical. O uso
de vermiculita para sustentacdo objetivou evitar a proliferacdo de plantas espontaneas e fungos
que poderiam afetar o desenvolvimento das brotacbes epicormicas dos galhos, apenas ndo
ocorrendo para capitulo I, sendo usado substrato descartado. Para galhos armazenados de forma
horizontal, estes foram posicionados sobre bandejas de tubetes para evitar o contato direto com
0 chdo. Em seguida, os galhos foram acondicionados no estufim, sob mesmas condicdes de

temperatura e umidade anteriormente descritos (ambiente I).
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Figura 2 — Dados das temperaturas (°C) medias, maximas, minimas, e umidade relativa do ar (%) para o tempo de ocorréncia de experimentos

de estaquia e brotacdo de galhos destacados, de setembro* de 2019 a fevereiro* de 2020, e de setembro de 2020 a novembro de 2021, no estufim

(ambiente 1) e casa de vegetacdo com irrigagdo por nebulizacdo intermitente (ambiente 1)
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3.2.7 Variaveis analisadas

Para a avaliacdo do potencial de enraizamento da estaquia foi avaliada: sobrevivéncia
(%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), numero médio de raizes formadas, presenca de
novas brotagdes (%) e permanéncia de folhas originais (%). Foram consideradas estacas vivas
aquelas apresentando material ainda verde, sem apresentar sua base ou &pice com quaisquer
niveis de oxidacdo, enraizadas ou ndo, podendo conter folhas e/ou novas brotagcdes. Foram
consideradas com calos as estacas ainda vivas que apresentassem quaisquer tipos e niveis de
massa ndo diferenciada na sua base, enraizadas ou ndo. Ainda, os dados de calos estéo
comparados com os valores obtidos da sobrevivéncia no momento da apresentacdo dos
resultados, ou seja, a porcentagem da sobrevivéncia subtraida pela de calos, fornecendo a
porcentagem de estacas sem calos. O enraizamento foi considerado na presenca de raizes bem
formadas, com comprimento maior ou igual do que 0,5 cm. O numero de raizes foi contado em
todas as estacas enraizadas, considerando somente as raizes principais, ndo contabilizando
bifurcacbes de uma mesma raiz. Novas brotagdes foram consideradas quando um conjunto de
novas folhas eram formadas apds o processo de estaquia em estacas vivas, com tamanho maior
ou igual do que 0,5 cm. As folhas originais eram aquelas que foram mantidas no processo de
estaquia com area reduzida, avaliadas de acordo com sua permanéncia.

Para os galhos destacados foram avaliados: sobrevivéncia dos galhos (%), periodo de
producdo de brotacGes epicormicas (dias), galhos com brotagbes (%), numero médio de
brotacdes produzidas e comprimento médio de brotagdes (cm). Galhos considerados mortos
apresentavam estar secos ou com elevada desidratacdo, quebradicos e com uma coloragéo
variando entre cinza e verde. Foram consideradas brotacfes o desenvolvimento de quaisquer
gemas no galho, com a presenca de novas folhas com tamanho maior ou igual do que 0,5 cm.
O numero de brotages foi obtido pela contagem direta, ndo sendo contabilizadas brotac6es que
apresentassem quaisquer niveis de oxidagao. O comprimento de brota¢des foi obtido com régua
milimeétrica comum, mensurando desde a base da brotacéao até a base do peciolo da ultima folha.
Adicionalmente, trés categorias de uso das brotacdes a partir de seu comprimento médio foram
determinadas (adaptado de WENDLING et al., 2013), sendo: maiores do que 4 cm — as quais
poderiam ser usadas para estaquia; entre 4 cm e 2 cm — as quais poderiam ser usadas para

micropropagacao, e; menores que 2 cm, sem quaisquer usos imediatos.



54

3.2.8 Analise estatistica comum a todos os experimentos

Para os dados qualitativos, estes foram testados quanto a sua normalidade (Shapiro-
Wilk), em que, quando néo atendidos, foram transformados por Box Cox. Com a normalidade
atingida, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com os tratamentos
significativos avaliados em teste de médias (Scott-Knott). A estatistica foi conduzida utilizando
o software SISVAR, versdo 5.6 (FERREIRA, 2020).

A fim de garantir uma melhor confiabilidade nas analises realizadas para os dados
qualitativos, o calculo de acuréacia experimental (AE%) foi realizado para os tratamentos
significativos pela ANOVA. A acurdcia experimental avalia o grau de confiabilidade
experimental, considerando as faixas: menos do que ou igual a 50% (baixa), entre 50% e 70%
(média), entre 70% e 90% (alta) e maior do que 90% (muito alta) (RESENDE e DUARTE,
2007; NAVROSKI et al., 2013). Esta foi obtido pela formula:

1
Acuracia experimental (%): ’1 — (F) x 100

Em que: F — valor obtido da razdo entre quadrados médios do tratamento (QMtrat) e residuo
(QMres), da ANOVA.

3.3 RESUMO DOS EXPERIMENTOS

A realizacdo de novos experimentos ocorreu devido as conclusdes obtidas a partir dos
resultados dos experimentos anteriormente realizados, formulando novas hip6teses a serem
testadas. Desta forma, as principais alteracdes das metodologias ocorreram a partir do reajuste
destas (Figura 3 e Tabela 3). Entretanto, neste trabalho estdo apresentados somente 0s
experimentos mais relevantes, principalmente para estaquia (Esl; EsAd; Es7; ESEpi) e galhos
destacados (Gal; Ga3; Ga4). De mesma forma, os demais (Es3; Es4; Es8; Es9; Es10 para
estaquia, e Ga2 para galhos) ndo foram apresentados, com o objetivo de facilitar os processos

de escrita e leitura deste trabalho.
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Figura 3 — Fluxograma dos experimentos realizados, de acordo com 0s seus reajustes e

formulagdo de novas hipoteses
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Em que: Es: experimentos de estaquia, Ga: experimentos de galhos, Ad: experimentos de adubacdo, Mi:
experimentos de micropropagacao, Gg: experimentos de ganhos genéticos, Epi: material epicérmico; Os
nameros (n) quando presentes indicam a ordem dos experimentos; Experimentos destacados em cinza foram
realizados, mas nao estdo apresentados neste trabalho; Os experimentos Ad e AdEs ndo possuiram ajustes ou
reformulacdes apos suas respectivas avaliagdes. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Tabela 3 — Resumo das principais caracteristicas dos experimentos e analises da propagacdo vegetativa de |. paraguariensis

Exp. Pop. Inst. Avaliacdo Recipiente/Sentido Meio de enraizamento  Acondicion. Resumo do experimento/tratamentos
Esl Todas set/19 Final 150 dias Bandeja (20 L) Sub. I + verm. (1:1) Estufim 5 populacdes e 50 genotipos
Gal Todas set/19 A cada 30 dias (90)* Verticalmente - Estufim 5 populacdes
Ad B set/19  Aos 150 e 350 dias - - No campo 5 adubacdes X 2 avaliacfes
EsAd B ** Final 120 dias Bandeja (20 L) Sub. I + verm. (1:1) Estufim 5 adubacfes X brot. epic. X 2 est. do ano
Es7 TBeUR *** A cada 90 dias (360) Tubete (110 cm®) Sub. 11 Estufim e CVNI 2 populacBes X 4 est. do ano X 2 ambientes
Gg TBeUR - - - - - Andlise genética do Es7 pelo SELEGEN
Es3 TBeUR set/20 Final 120 dias Bandeja (20 L) e tubete (110 cm®)  Sub. | + verm. (1:2) Estufim 2 populagbes X 2 recipientes
Es4 TBeUR **** Final 120 dias Bandeja (20 L) Sub. | +verm. (1:1) Estufim 2 populacdes X 2 anos
Es8 TBeUR set/20 A cada 21 dias (126) Tubete (110 cm®) Sub. | +verm. (1:2) Estufim 2 populacgdes X tempo
Es9 TBeUR mar/21 Final 90 dias Tubete (110 e 180 cm?) Sub. 1l Estufim 2 populacdes X limpeza do recipiente
Esl0 TBeUR jul/21 Final 90 dias Tubete (110 cm®) faleiaioie Estufim 2 populacdes X 5 substratos
Ga2 TBeUR set/20 A cada 15 dias (90) Verticalmente - Estufim 2 populagdes X 2 diametros X tempo
Ga3 B dez/20 A cada 15 dias (120) Vert. e horzint. - Estufim 2 didmetros X 2 sentidos X tempo
Ga4 TBeUR dez/20 Acada?7 dias (70) Verticalmente - Estufim 2 populagdes X 2 diametros X tempo
EsEpi TB dez/20 Final 90 dias Tubete (110 cm®) Sub. 11 Estufim Brot. copa e brot. epic (galhos).
Mil UR set/20 Final 15 dias Vidro (150 ml) Meio MS LAPROMEF 1 populacéo (brot. copa) X 4 LEDs
Mi2 TBeUR jul/21 Final 15 dias Tubo de ensaio (70 ml) Meio MS LAPROMEF 2 populacdes (brot. copa) X 4 LEDs
Mi3 TBeUR nov/21 Final 15 dias Vidro (150 ml) Meio MS LAPROMEF 2 populacdes (brot. epic.) X 4 LEDs

Em que: Exp. — experimentos realizados, sendo Es: estaquia, Ga: galhos, Ad: adubacdo, Mi: micropropagacao; Pop. — populagdes utilizadas nos experimentos; Inst. — época de
instalacdo dos experimentos; TB — Trés Barras; UR — Urupema; Experimentos destacados em cinza foram realizados, mas ndo estdo apresentados neste trabalho, como
anteriormente citado. *Avaliacédo final, quando mais de uma avaliacdo, entre parénteses; ** Experimento instalado em fevereiro de 2020 com repeticdo em setembro de 2020;
***Experimento ocorrendo a cada estagdo do ano, com inicio na primavera de 2020; ****Experimento instalado em setembro de 2019 com repeti¢do em setembro de 2020;
Experimento instalado em setembro de 2019 com repeticdo em fevereiro de 2019; *****Experimento instalado avaliando o enraizamento de estacas dispostas em diferentes
substratos. CVNI: Casa de vegetagdo com nebulizacdo intermitente; LAPROMEF: Laborato6rio de propagacao e melhoramento florestal. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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4 CAPITULO | - RESGATE E PROPAGACAO VEGETATIVA DE GENOTIPOS
DE llex paraguariensis DE DIFERENTES POPULACOES

41 RESUMO

O objetivo foi avaliar o resgate e a propagacao vegetativa de . paraguariensis em diferentes
populacdes e genodtipos de dois estados do Sul do Brasil. Desta forma, dois experimentos foram
instalados a fim de testar: 1) a estaquia de cinco populacgdes, pertencendo aos municipios de
Catanduvas (CT), Cruz Machado (CM), Painel (PL), Trés Barras (TB) e Urupema (UR),
utilizando dez gendtipos de cada populacgdo, e; 1) brotacdo epicérmica de galhos destacados
destas mesmas populacgdes. Para a estaquia foi avaliado: a sobrevivéncia (%), presenca de calos
(%), o enraizamento (%), a presenca de novas brotacdes (%) e a permanéncia das folhas
originais (%). Os galhos foram avaliados a cada 30 dias apds seu condicionamento, observando:
galhos com brotag6es (%), 0 nimero de brotacbes e 0 comprimento de brotagdes (cm). Quanto
a estaquia, observou-se uma baixa porcentagem de sobrevivéncia em todas as populacdes (<
15%), mas alguns genotipos apresentaram melhor adaptacdo, principalmente da populacédo de
TB, chegando a no méximo 46%. Maior parte das estacas vivas apresentou calos (> 70%),
caracteristico de material com alta maturidade, mas com até 18% de estacas vivas sem calos
para determinados genotipos. O enraizamento foi baixo em nivel de populacdo (< 1,5%) e
gendtipo (< 10%). Quanto aos galhos, estes apresentaram brotacGes até 60 dias, com a
populacdo de TB obtendo maior nimero total de brotacGes (aproximadamente 300) para a
primeira avaliagcdo, a qual diminuiu drasticamente para a segunda (cerca de 70). Embora os
baixos resultados de sobrevivéncia e enraizamento, foi detectado um potencial de propagacéo

vegetativa para a populacdo de TB e seus genotipos.

Palavras-chave: Estaquia; Galhos destacados; Brotacdo epicormica; Erva-mate.

42  ABSTRACT

The objective was to evaluate the rescue and vegetative propagation of I. paraguariensis in
different populations and genotypes from two states in southern Brazil. In this way, two
experiments were installed in order to test: 1) the cuttings of five populations, belonging to the
municipalities of Catanduvas (CT), Cruz Machado (CM), Panel (PL), Trés Barras (TB) and
Urupema (UR), using ten genotypes of each population, and; Il) epicormic sprouting of
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detached branches from these same populations. For cuttings, the following were evaluated:
survival (%), presence of calluses (%), rooting (%), presence of new sprouts (%) and
permanence of the original leaves (%). The branches were evaluated every 30 days after
conditioning, observing: branches with sprouts (%), the number of sprouts and the length of
sprouts (cm). As for cuttings, a low percentage of survival was observed in all populations (<
15%), but some genotypes showed better adaptation, especially in the TB population, reaching
a maximum of 46%. Most of the live cuttings showed calluses (> 70%), characteristic of
material with high maturity, but with up to 18% of live cuttings without calluses for certain
genotypes. Rooting was low in population (< 1.5%) and genotype (< 10%) levels. As for the
branches, they presented sprouts up to 60 days, with the TB population obtaining the highest
total number of sprouts (approximately 300) for the first evaluation, which decreased
dramatically for the second (about 70). Despite the low survival and rooting results, a potential

for vegetative propagation was detected for the TB population and its genotypes.

Keywords: Cutting. Detached live branches. Epicormic sprouting. Yerba-mate.

43 INTRODUCAO

A espécie arborea llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), popularmente
conhecida como erva-mate, estd amplamente distribuida pela Floresta Ombroéfila Mista,
inserida, de maneira concentrada no Sul do Brasil, mas também presente na Argentina, Uruguai
e Paraguai (MARTINS-RAMOS et al., 2011; LORENZI, 2016; FLORA DO BRASIL, 2020).
Possui um amplo mercado consumidor de produtos que passam por pouco processamento,
como chas e bebidas quentes (REICHERT et al., 2013), mas com potencial de uso farmacéutico,
visto sua ampla gama de propriedades fitoquimicas, tais como a cafeina e a teobromina
(DARTORA et al., 2013; CARDOZO JUNIOR e MORAND, 2016). Entretanto, é uma espécie
que possui variacOes destas caracteristicas de acordo com as populacGes e em nivel de gendtipos
(WENDLING e BRONDANI, 2015; SANTIN et al., 2017; VIEIRA et al., 2021).

Esta diferenca entre individuos ocorre devido a sua propagacdo sexuada, que permite
uma maior varia¢do genética, capaz de produzir diferentes fendtipos em uma mesma especie
(XAVIER et al., 2013). Todavia, esta mesma variacdo genetica, essencial na adaptacdo da
espécie no ambiente, € um dos principais fatores responsaveis pela heterogeneidade da
produtividade e do produto final. Assim, o uso de sementes de I. paraguariensis para producdo

de mudas pode ser problematico a longo prazo, visto que além da heterogeneidade decorrente
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da variagdo genética, existem vérios fatores que dificultam sua germinagdo, principalmente
relacionados as suas dorméncias (GALINDEZ et al., 2018; SOUZA et al., 2020).

Com enfoque em seu potencial econbmico e a fim de superar estes problemas,
recentemente diversos experimentos com esta espécie foram conduzidos utilizando a técnica de
propagacdo vegetativa (WENDLING et al.,, 2013; STUEPP et al.,, 2015, 2017a, 2017b;
NASCIMENTO et al., 2018, 20193, 2020; VIEIRA et al., 2021). A principal vantagem desta
técnica esta na selecdo direta de individuos com caracteristicas superiores, permitindo que
sejam produzidos ervais com maior homogeneidade e melhor qualidade do produto final. Mas,
mesmo com estudos atuais, ainda existem lacunas no conhecimento sobre a propagacéo
vegetativa para esta espécie, visto a grande variacao de enraizamento entre individuos (VIEIRA
et al., 2021), ocorrendo mesmo de uma mesma populacdo (NASCIMENTO et al., 2020).

Atualmente, o maior desafio esta na superacdo da maturacdo do material vegetal de I.
paraguariensis a partir de técnicas ndo destrutivas (WENDLING et al., 2013; STUEPP et al.,
2018). Isto se deve, pois, as caracteristicas desejaveis nos individuos de interesse somente sao
expressas apos atingirem certos niveis de maturidade. A utilizacdo de propagulos oriundos de
brotacGes maduras possui certos niveis de enraizamento, mas consideravelmente baixos quando
comparados com material juvenil (STUEPP et al., 2017a, 2017b; NASCIMENTO et al., 2018;
2019a).

Para este fim, determinadas técnicas podem ser utilizadas para superar este fator, como
pelo uso de brotacBes epicormicas, as quais podem ser obtidas a partir de galhos destacados
fisiologicamente vivos (ALMEIDA et al., 2007; WENDLING et al., 2013). Estes galhos séo
armazenados em uma casa de vegetacao sob condi¢des favoraveis para sua brotacao, utilizando
de suas reservas energéticas para tanto, sendo uma fonte continua de propagulos para a
propagacao vegetativa. Desta forma, os galhos destacados possibilitam a producéo de brotacdes
com caracteristicas juvenis, uma vez que podem ser coletados de por¢6es mais baixas da planta
mée, ontogeneticamente mais jovens (WENDLING et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018).

Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar a propagacao vegetativa de I. paraguariensis
em funcdo de diferentes populagfes e seus genotipos. Para tanto, a fim de testar a principal
hipotese de que existem diferencas no enraizamento e na brotacdo epicormica para o resgate
desta espécie de acordo com a localizagdo geografica das populacGes, utilizou-se da estaquia
de brotacdes de copa e a brotacdo epicérmica de galhos destacados.
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44  MATERIAIS E METODOS

4.4.1 Estaquia de diferentes populacdes e genotipos

Para elaboragdo deste experimento, foram selecionados dez gendtipos (Tabela 4) de
cada uma das cinco populagdes de I. paraguariensis, dos quais tiveram suas brotagdes coletadas
e seccionadas em estacas. As populacdes estudadas foram Catanduvas (CT), Cruz Machado
(CM), Painel (PL), Trés Barras (TB) e Urupema (UR). O material foi armazenado no ambiente
de enraizamento | (estufim do Viveiro Florestal da UDESC), de setembro de 2019 a fevereiro
de 2020, em que as estacas foram postas para enraizar em bandejas (20 L) utilizando o substrato
I (vermiculita 1:1 v/v). O substrato consistiu de uma mistura de casca de Pinus sp., cinzas,
vermiculita, turfa, serragem e bioestabilizadores (aditivos: correcdo de acidez — 0,5%, fosfato
natural — 0,5%, fertilizante mineral NPK — 0,6%; densidade: 310 kg m™).

Tabela 4 — Diametro na altura do peito (DAP) dos individuos de I. paraguariensis de cinco
populacgdes (CT, CM, PL, TB e UR), em que foram coletadas brotacdes para elaboracdo de

experimento de estaquia e coleta de galhos destacados para producgéo de brotacfes

epicormicas
. CT CM PL TB UR
Individuo
cm
1 10,1 6,7 13,4 12,8 9,5
2 8,2 7,3 9,2 6,6 4,8
3 7,2 14,3 8,9 6,2 5,9
4 7,6 8,1 5,4 7,8 8,6
5 11,8 7,2 5,9 9,5 5,3
6 8,8 11,6 8,0 6,0 4,0
7 9,5 10,8 5,4 7,8 8,0
8 9,4 9,3 5,9 9,5 5,6
9 14,1 15,1 6,8 5,6 6,4
10 8,0 11,3 12,7 6,4 6,5
Médias 9,5 10,2 8,2 7.8 6,5

Sendo: CT — Catanduvas; CM — Cruz Machado; PL — Painel; TB — Trés Barras; UR — Urupema. Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).

Apds 150 dias (fevereiro 2020), foram avaliados os resultados de estaquia para cada
gendtipo e para cada populacdo. Entretanto, ndo foram apresentados os resultados de niumero
médio de raizes a partir de estacas enraizadas para este experimento em funcdo das baixas
porcentagens de enraizamento obtidos.

Este experimento de estaquia foi instalado em delineamento inteiramente casualizado

(DIC), avaliando separadamente em nivel das cinco populacdes (CT, CM, PL, TB e UR) e dez
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genotipos de cada populacéo (por exemplo: CT1, CT2, CT3 ... CT10). Aproximadamente, 50
estacas foram produzidas para cada individuo (genotipos). Cada repeti¢cdo constou de dez

repeticdes de cinco estacas cada.

4.4.2 Brotagdo epicdrmica de galhos destacados de cinco populagdes

Devido ao baixo numero amostral possivel para cada individuo, considerando houve
apenas a coleta de um galho por genotipo, a avaliacdo deste experimento ocorreu somente em
funcdo das populagdes. Estes galhos ndo passaram por uma padronizacdo no momento de
selecdo quanto ao seu formato, sendo obtidos diferentes tipos para uma mesma populagdo. As
avaliaces ocorreram a cada 30 dias (inicio em outubro 2019), ndo ocorrendo a avaliacdo da
sobrevivéncia dos galhos para este experimento, visto a sua ndo ocorréncia em experimentos
anteriores (WENDLING et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018).

Este experimento de brotacdo epicdérmica de galhos destacados foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x2, sendo o fator “A” as
cinco populacgdes (CT, CM, PL, TB, UR) e o fator “B” sendo os periodos de avaliacdo (a cada
30 dias). Os galhos obtidos de cada individuo foram considerados como uma repeticdo,

totalizando dez repetigdes por populagéo.

45 RESULTADOS

45.1 Estaquia em diferentes populaces e genétipos

De todas as variaveis analisadas para populacGes e gendtipos, somente o0 enraizamento
ndo foi significativo em nivel populacional (ANEXO A). A sobrevivéncia das estacas, formacéao
de calos e a sua brotacdo obtiveram valores muito altos de AE% (> 90%), enquanto a presenca
de folhas originais e o enraizamento para 0s genétipos obtiveram valores considerados altos de
AE% (entre 70% e 90%).

Em nivel populacional, a sobrevivéncia média de todas as populacdes foi abaixo de
15%, refletindo nas demais variaveis analisadas. Neste quesito, a maior média foi apresentada
pela populacdo de Trés Barras (TB) (12,2%), sendo esta a0 menos trés vezes maior do que as
demais populagdes. J& para os genotipos, houve uma grande variacdo de resultados, mesmo
quando pertencentes a uma mesma populacdo. Dos 50 genotipos testados, somente 22

apresentaram ao menos uma estaca viva ao final do experimento.
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A presenca de estacas vivas com calos seguiu a mesma propor¢cdo em relacdo a
porcentagem de sobrevivéncia, com excecdo de TB em nivel populacional (Tabela 5). Para esta
populacdo, estacas com calos foram aproximadamente metade das sobreviventes (6,8%),
enquanto para as demais estes valores foram muito mais aproximados (entre 0,2% e 0,4% de

diferenca).

Tabela 5 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), brotacao
(%) e permanéncia das folhas originais (%) em estacas de |. paraguariensis de cinco

populacBes e seus gendtipos

Populagéo Sobrevivéncia Calos Enraizamento Brotagdo Folhas originais
Genétipo* %
CT 1,4 c** 12c 0,0 10b 0,4b
CM 38b 34hb 0,4 22h l4a
PL 2,6b 22¢c 1,0 22h 0,4b
B 122 a 6,8a 1,2 8,6a 2,6a
UR 3,0b 3,0b 0,6 2,0b 14a
Media 4,6 3,3 0,7 3,2 1,2
CT1 2,0f 0,0d 0,0c 20f 0,0b
CT5 2,0f 2,0d 0,0c 20f 0,0b
CT6 4,0f 4,0d 0,0c 40e 0,0b
CT9 2,0f 2,0d 0,0c 0,0f 2,0b
CT10 4,0f 4,0d 0,0c 2,0f 2,0b
CM1 2,0f 2,0d 0,0c 0,0f 0,0b
CM6 22,0c 20,0b 0,0c 16,0 ¢ 10,0a
CM8 8,0e 8,0d 0,0c 40e 2,0b
CM9 20f 2,0d 0,0c 0,0f 0,0b
CM10 40f 2,0d 40hb 2,0f 2,0b
PL6 6,0e 6,0d 20c 6,0e 0,0b
PL7 20,0c 16,0b 8,0a 16,0c 40Db
TB1 46,0 a 32,0a 6,0 a 320a 120a
TB2 12,0d 4,0d 20c 8,0d 2,0b
TB3 28,0b 20,0b 40Db 18,0c 0,8a
TB6 2,0f 2,0d 0,0c 2,0f 0,0b
TB7 28,0b 10,0 ¢ 0,0c 26,0b 40b
TB8 6,0e 0,0d 0,0c 2,0f 0,0b
UR5 2,0f 2,0d 0,0c 0,0f 0,0b
UR8 40f 40d 0,0c 0,0f 2,0b
UR9 12,0d 12,0c 20c 10,0d 0,8a
UR10 12,0d 120¢c 40hb 8,0d 40b

Sendo: CT — Catanduvas; CM — Cruz Machado; PL — Painel; TB — Trés Barras; UR — Urupema; *Estéo
presentes somente 0s genotipos que apresentaram ao menos uma estaca viva; **Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).

Tal como a sobrevivéncia, o0 enraizamento nao atingiu valores acima de 2%, mas com
destaque para a populacdo de TB (1,2%) e Painel (PL) (1,0%). Para gendtipos, PL7 (8,0%),
TB1 (6,0%) e CM10 (4,0%), TB3 (4,0%) e UR10 (4,0%).

Tal qual a formagédo de calos, a formagdo de novas brotacdes foi proporcional a

porcentagem de sobrevivéncia para populagdes e genétipos. Aproximadamente 2/3 das estacas
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da populagéo de TB produziram novas brotacoes (8,6%) e, com excec¢édo de Catanduvas (CT)
(1,0%), as demais populagdes apresentaram valores aproximados entre si (2,0%).

A permanéncia das folhas originais das estacas ndo seguiu um padrdo, apresentando
valores menores que 3% para a média populacional. Para tanto, a populacéo de TB se destacou
(2,6%), seguido de Cruz Machado (CM) (1,4%) e Urupema (UR) (1,4%). Uma proporcéao
similar foi obtida para os gendtipos, em que as médias ndo superaram 12% mesmo para 0s

gendtipos com as maiores porcentagens de sobrevivéncia.

4.5.2 Brotagdo epicormica de galhos destacados de cinco populacfes

Houve interacdo significativa entre as populacbes estudadas e os dois periodos de
avaliacdo em relacédo a brotacdo e o nimero de brotacGes, enquanto o comprimento de brotacGes
somente foi significativo quando aos periodos de avaliagdo (ANEXO B). Considerando as
variaveis significativas, todas apresentaram valores muito altos de AE% (> 90%).

A porcentagem de brotacdo dos galhos apresentou variou de acordo com a avaliacao, e
mas de maneira mais significativa na segunda avaliacdo (Tabela 6). Na primeira avaliacao,
grande parte dos galhos brotaram, com excecdo de Trés Barras (TB) (90%), ocorrendo uma
reducdo de até 90% na segunda avaliacdo. Apenas a populacédo de TB (70%) ndo apresentou
uma reducdo significativa da brotacdo na segunda avaliacdo, enquanto Urupema (UR) (10%)

apresentou a maior redugéo.

Tabela 6 — Médias de brotacdo (%), nimero de brotaces e comprimento de brota¢fes (cm)

de galhos destacados de |I. paraguariensis de cinco populacdes.

Galhos com brotagdes epicormicas (%) (CV% = 27,3)

- Populagéo
Avaliagio CcT cM PL B UR Meédia
30 dias 100,0 aA* 100,0 aA 100,0 aA 90,0 aA 100,0 aA 98,0
60 dias 20,0 bB 50,0 aB 20,0 bB 70,0 aA 10,0 bB 34,0
Média 60,0 75,0 60,0 80,0 55,0 66,0
Numero de brotacdes (CV% = 39,2)
30 dias 12,8 bA 15,7 bA 12,8 bA 28,8 aA 26,9 aA 19,4
60 dias 0,7 bB 3,0bB 0,6 bB 7,5aB 0,1bB 2,4
Média 6,8 9,4 6,7 18,2 13,5 10,9
Comprimento de brotagdes (cm) (CV% = 64,5)
30 dias 1,0 0,8 0,9 2,8 0,7 1,2
60 dias 0,6 1,0 0,9 3,0 0,1 1,1
Média 0,8b 09b 09b 29a 0,4b 1,2

Sendo: CT — Catanduvas; CM — Cruz Machado; PL — Painel; TB — Trés Barras; UR — Urupema; *Médias
seguidas de mesmas letras mindsculas nas linhas e maiusculas nas colunas nao diferem entre si de acordo com o
teste de médias Scott-Knott a 5,0% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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De mesma forma que a brotacao, o nimero de brotagdes variou proporcionalmente entre
avaliacGes. As populagdes de TB (28,8) e UR (26,9) apresentaram as maiores médias durante a
primeira avaliacdo, reduzindo na segunda avaliacdo em até quatro vezes para TB (7,5), mas
principalmente para UR (0,1).

Entretanto, o comprimento das brotagdes apresentou uma resposta diferenciada em
relacdo a porcentagem de brotagcdo e ao nimero de brotacBes, em que as populacdes de TB e
Cruz Machado (CM) apresentaram acrescimos na segunda avaliacdo Independentemente da
avaliacdo, a maior média foi obtida para a populacdo de TB (2,9 cm), enquanto as demais
mantiveram médias estatisticamente iguais (entre 0,4 cm e 0,9 cm).

Em relacdo a categorizacdo do comprimento das brotacfes produzidas, diferengas
consideraveis entre os periodos foram observadas (Figura 4). Na primeira avaliacdo houve o
méaximo de brotac¢Ges produzidas, com destaque para TB (288) e UR (257). Entretanto, somente
TB apresentou brotagdes com comprimento contemplando todas as categorias, enquanto as
demais populagdes permaneceram com a maior parte do material (90%) dentro da categoria de
menor comprimento (< 2 cm). Durante a segunda avaliacdo, TB e Painel (PL) se destacaram

com brotacdes de maior comprimento, embora com reducdo em seu ndmero.

Figura 4 — Classificacdo das brotacdes epicdrmicas de galhos destacados de I.

paraguariensis de cinco popula¢Ges em maiores do que 4 cm, entre 4 cm e 2 cm e menores do

que 2 cm
4 cm Z2cme <4 cm <2 cm Numero méximo
100 - I r 300
S 75 1 I 25
:g ‘ﬁ
O E
S 50 4 - 150 g
=i 5
% 25 ~ - 75 g
O <
0 - - 0
CT CM PL B UR CM PL B UR
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Sendo: CT — Catanduvas; CM — Cruz Machado; PL — Painel; TB — Trés Barras; UR — Urupema. Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).
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46 DISCUSSAO

4.6.1 Estaquia de diferentes populacdes e gendtipos

A sobrevivéncia possivelmente pode ter sido afetada em fungdo da época de coleta das
brotacdes. A coleta de brotagdes para estaquia desta espécie ocorre comumente no inicio ou em
meados da primavera ou verdo, visto que ha o gradativo aumento das temperaturas, e por
consequéncia, aumento da atividade metabolica deste material, sendo estas as épocas mais
recomendadas para tanto, visando um melhor enraizamento (STUEPP et al., 2017a; SA et al.,
2018). Porém, ainda existem divergéncias da época mais apropriada, com melhores resultados
positivos podendo ocorrer no inverno (PIMENTEL et al., 2019). Entretanto, de acordo com
Stuepp et al. (2017a), a maior sobrevivéncia ocorre quando o material é coletado no verao e
menor quando na primavera. De mesma foram, S& et al. (2018) afirmam que a menor
porcentagem de mortalidade de miniestacas ocorre para materiais obtidos na primavera, com
cerca de 80% do material vivo. Este fator pode ter sido uma das causas da baixa sobrevivéncia,
uma vez que os locais de estudo dos trabalhos citados ndo compartilham de mesmas condi¢oes
de clima, mesmo considerando as mudancas de estacdo, tal como provavelmente ocorreu no
presente trabalho.

Outro fator determinante na sobrevivéncia tenha sido a amplitude térmica presente no
estufim. Neste quesito, no presente trabalho, embora a umidade tenha sido constante e acima
de 90%, a temperatura variou entre dia e noite em aproximadamente 25 °C em determinadas
semanas (Figura 2). Umidades e temperaturas constantes sdo essenciais para a sobrevivéncia
de estacas, uma vez que este material ndo possui raizes para a absorcdo de agua (XAVIER et
al., 2013). Estudando caracteristicas de enraizamento de |. paraguariensis de acordo com
ambientes de enraizamento, Brondani et al. (2008, 2009) determinaram que propagulos da
espécie podem apresentar uma sobrevivéncia eficientes mesmo em ambientes tecnologicamente
divergentes. Pode-se afirmar que ainda ndo é completamente conhecida a relagdo entre as
variaveis de temperatura e umidade dos ambientes e a sobrevivéncia de propagulos para esta
espécie.

Ainda, esta variagdo na sobrevivéncia pode ter sido um reflexo direto da origem do
material vegetal, sendo facilmente observado entre as populacdes avaliadas. E possivel que os
locais de origem com menores temperaturas € menor incidéncia solar, tais como Painel (PL) e
Urupema (UR) (MARTINS-RAMOS et al., 2011), produzam materiais mais sensiveis aos
fatores climéaticos do ambiente de enraizamento. Neste aspecto, 0 genotipo da planta mée é
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capaz de influenciar diretamente na sobrevivéncia de propagulos (FRANZON et al., 2010), mas
esta pode ser afetada positivamente ou negativamente de acordo com as condi¢des climaticas
do estufim. Em um estudo com diferentes gendtipos da populacdo de UR, Nascimento et al.,
(2020) citam consideraveis varia¢@es de sobrevivéncia, proximas a 50% entre 0s geno6tipos de
melhor e pior resposta. Pimentel et al (2019) destacam que pode haver variacdo de até 15%
para genotipos bem estabelecidos para a miniestaquia, mantidos em um mesmo local e

coletados em mesma época.

Figura 5 — Estaquia de I. paraguariensis ap0s a instalacdo do experimento (a) e na

sua avaliagéo final aos 150 dias (b)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Quanto ao enraizamento, este possivelmente foi negativamente afetado pelo grau de
maturacdo do material utilizado, a partir de brotacGes de copa. Isto pode ser facilmente
visualizado pelas elevadas porcentagens de calos (WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al.,
2017a; NASCIMENTO et al., 2018). Estacas de I. paraguariensis tendem a ter o enraizamento
de forma direta, dificilmente ocorrendo apds a formacdo de calos. A formacéo de calos ocorre
devido a uma possivel insuficiéncia de auxinas, dando inicio a diferenciagdo celular, mas sem
completéd-la (HARTMANN et al., 2011).

Tal como a sobrevivéncia, 0 enraizamento também pode ter sido afetado pela amplitude
térmica do ambiente de enraizamento. Brondani et al (2008) citam que o enraizamento desta
espécie pode variar em quase 20% em funcdo de suas varia¢fes climaticas, mesmo quando
testando clones. Nesta mesma linha, em trabalhos semelhantes utilizando miniestacas de clones
estabelecidos, Pimentel et al. (2019) e Vieira et al. (2021) demonstram que 0s gendtipos
também podem ser determinantes no enraizamento desta espécie, auxiliando a justificar os

resultados obtidos no presente trabalho. Entretanto, ainda pode haver enraizamento de estacas
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com calos, caso estas sejam mantidas por maiores periodos de tempo dentro do ambiente de
enraizamento (STUEPP et al., 2017a), desde que folhas ou novas brotagdes ainda estejam
presentes para producao de auxinas.

Em relacéo as folhas nas estacas, houve uma producéo consideravel de novas brotagdes
para todas as populagdes e seus gendtipos, o que poderia garantir a produgdo hormonal mesmo
na auséncia das folhas originais. Além disto, aparentemente, a producéo de novas brotacoes e
folhas sdo mais dependentes de caracteristicas genéticas da planta mée, podendo ser favorecidas
ou atenuadas de acordo com o ambiente de enraizamento (BRONDANI et al., 2008; 2009).
Embora grande parte das estacas tenham apresentado novas brotagdes, possivelmente estas ndo
teriam sido suficientes para producgéo de auxinas, visto que se tratavam de materiais ainda em
desenvolvimento, com folhas muito jovens e pequenas. Assim, a presenca das folhas originais
ainda se torna fundamental para o enraizamento, as quais ndao estavam mais presentes em grande

porcao das estacas.

4.6.2 Brotacdo epicormica de galhos destacados de cinco populactes

No presente estudo, aproximadamente 100% dos galhos, os quais foram armazenados
verticalmente, apresentaram brotacGes epicormicas, mas de comprimentos reduzidos com
excecdo da populacdo de Trés Barras (TB). As diferencas na brotacdo e no comprimento de
brotacdes dos galhos possivelmente ocorreram devido a seus diametros, hipotetizando que
diferentes formas e espessuras refletem diretamente nestas variaveis (Figura 6), podendo
também estarem relacionados ao seu sentido de armazenamento (WENDLING et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2018). Galhos mais grossos podem possuir uma maior quantidade de
gemas dormentes, produzindo um maior nimero de brotacdes epicérmicas (STUEPP et al.,
2016), mas Nascimento et al (2018) citam que estes podem nao garantir seu desenvolvimento
guando mantidos de forma horizontal, com menores porcentagens de brotacdo e de tamanho
reduzido.

O fator ontogenético também é importante, em que os galhos obtidos mais abaixo muito
possivelmente possuiam gemas mais vigorosas quando comparados aos galhos obtidos do apice
da planta mée, também sendo um reflexo dos didmetros. Entretanto, visto que uma
padronizacdo da coleta foi efetuada, por ndo se obter galhos abaixo do limite estipulado pela
metodologia (1,3 m), este fator pode ndo ter sido determinante. No entanto, as condi¢Oes
ambientais de origem também podem ter sido cruciais no desenvolvimento das brotacdes, da

mesma forma em que ocorreu para a estaquia. As populacdes de TB e Urupema (UR)
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apresentaram um acelerado desenvolvimento inicial de brotagdes, decaindo mais rapidamente
para UR logo na segunda avaliacdo e de maneira mais lenta para TB. As brotagdes dos galhos
de UR possivelmente oxidaram mais rapidamente em relacdo as demais, principalmente TB,
devido a amplitude térmica do estufim (XAVIER et al., 2013), uma vez que pode se tratar de

um material ndo bem adaptado as mudangas abruptas de temperatura.

Figura 6 — Exemplos de brotacdo epicormica de I. paraguariensis a partir de galhos
destacados finos (a), finos e pouco lignificados (b), grossos aos 30 dias (c) e grossos aos 60
dias (d)
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Assim, € possivel que o principal fator do curto periodo de vida util dos galhos e a rapida
oxidacéo de suas brotagdes tenha sido em funcéo das condicdes de temperatura e umidade do
ambiente de armazenamento (Figura 7). Todavia, o sentido de armazenamento dos galhos pode
afetar sua vida util, podendo ser prolongado quando mantidos horizontalmente, mas com risco
de uma menor produtividade (NASCIMENTO et al., 2018), ou mantidos em sentido vertical,
com maior producdo, mas de vida Util mais curta (WENDLING et al., 2013). Isto corrobora
com os dados obtidos neste trabalho, podendo ser justificado pelo sentido de armazenamento,
uma vez que a brotacdo ocorreu de maneira rapida e eficiente. Para ocorrer o desenvolvimento
da parte aérea, ou seja, a producdo de brotacdes e suas folhas, € necessario que ocorra um
desbalan¢o hormonal com acumulo de citocininas, as quais podem passar por rearranjos caso 0
sentido do material esteja invertido (TAIZ e ZEIGER, 2009). Isto ajuda a justificar a rapida
brotacdo inicial, uma vez que os galhos foram mantidos em seu sentido natural.

Sobre a classificagao das brotagdes de acordo com seu comprimento, durante a avaliagcao
inicial, é possivel observar um elevado nimero de brotagdes com tamanho menor do que 4 cm,
0s quais ndo poderiam ser utilizados para estaquia. De acordo com Wendling et al. (2013), as

brotacGes podem possuir maiores comprimentos apds os 50 dias de armazenamento, podendo
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ser utilizadas para a estaquia. Ainda, brotac6es entre 2 cm e 4 cm poderiam ser utilizadas para
experimentos de micropropagacéo, expandindo os estudos sobre a propagacéo vegetativa da
espeécie, uma vez que em estudos anteriores (NASCIMENTO et al., 2018) brotacdes de menores

comprimentos também foram obtidas.

Figura 7 — Exemplos de galhos destacados de I. paraguariensis considerados ndo

mais produtiveis, seja pelo possivel desgaste energético em galhos finos (a e b) ou pela

excessiva oxidacao das brotacdes epicormicas em galhos grossos (c e d)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

47 CONCLUSAO

Embora tenham sido obtidos genétipos enraizados de estacas de I. paraguariensis, suas
porcentagens foram menores do que 10%, mas uma potencial superioridade sendo notada para
os individuos da populacéo de Trés Barras. Novos estudos devem ser dirigidos entre populacdes
focando em maiores porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento para averiguar possiveis
superioridades.

A brotacdo epicdérmica de galhos destacados de 1. paraguariensis de diferentes
populacdes é possivel, obtendo diferentes respostas de acordo com sua origem. Entretanto,
novos estudos devem ser realizados entre as populagdes, observando novos fatores, como 0s

diametros e o sentido de armazenamento dos galhos destacados.
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5 CAPITULO Il — ADUBACAO DE llex paraguariesis PARA O RESGATE
VEGETATIVO E SUA PROPAGACAO POR ESTAQUIA

5.1 RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a producdo de brotacfes epicormicas pela técnica de
anelamento completo de plantas mée de I. paraguariensis adubadas com NPK e a estaquia das
brotacdes obtidas. Para elaboracdo do experimento de resgate, doze plantas tiveram seu caule
anelado e foram adubadas com NPK (5-20-10), nas doses: 0 g; 250 g; 500 g; 750 g, e; 1.000 g.
Aos 150 e 350 dias foram avaliadas: presenca de brotacdes epicdrmicas (%), nimero de brotos
e comprimento de brotos (cm). Durante ambas as avaliacdes houve a coleta das brotacdes
epicormicas e da copa dos mesmos individuos para elaboracao de experimento de estaquia, sob
influéncia dos mesmos tratamentos. Ap6s 120 dias foram avaliados das estacas: sobrevivéncia
(%), calos (%), enraizamento (%), numero de raizes, novas brotacdes (%) e permanéncia das
folhas originais (%). A brotacdo das plantas aneladas e adubadas permaneceu proxima a 75%
em ambas as avaliacGes, em que os tratamentos de 1.000 g (4,4), 500 g (4,3) e 0 g (4,0)
apresentaram o maior numero de brotos. Quanto ao comprimento médio, 1.000 g (17,0cm) e 0
g (14,0 cm) obtiveram as maiores médias, sob mesmas condi¢des do numero de brotos. Para a
estaquia, a sobrevivéncia foi o dobro para o material de copa na primavera (36,1%), mas foi
inferior para ambas as origens durante o verao (54,3% e 54,2%). A porcentagem de calos foi
elevada, com somente até 10% a menos do que a sobrevivéncia, enquanto a média de
enraizamento foi baixa (11,1%), mas sendo superior para 0 material epicormico (14,1%). A
aplicacdo do anelamento completo ¢ uma técnica eficiente na brotacdo epicdrmica desta

espécie, mas ndo foi detectado efeito da adubacéo tanto para o resgate quanto para a estaquia.

Palavras-chave: Fertilizacdo nitrogenada; NPK; Anelamento; Erva-mate.

52 ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the production of epicormic sprouts by the technique
of complete girdling of I. paraguariensis mother plants fertilized with NPK and the cuttings of
the sprouts obtained. For the elaboration of the rescue experiment, twelve plants had their stems
girdled and were fertilized with NPK (5-20-10), in doses: 0 g; 250 g; 500 g; 750 g, and; 1,000

g. At 150 and 350 days, the following were evaluated: presence of epicormic sprouts (%),
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number of sprouts and sprout length (cm). During both evaluations, the epicormic sprouts and
canopy of the same individuals were collected for the elaboration of a cutting experiment, under
the influence of the same treatments. After 120 days, the following were evaluated from the
cuttings: survival (%), callus (%), rooting (%), number of roots, new sprouts (%) and
permanence of the original leaves (%). The sprouting of the fertilized and girdled plants
remained close to 75% in both evaluations, in which the treatments of 1,000 g (4.4), 500 g (4.3)
and 0 g (4.0) presented the highest number of sprouts. As for the average length, 1,000 g (17.0
cm) and 0 g (14.0 cm) had the highest averages, under the same conditions as for the number
of sprouts. For cuttings, survival was double for the canopy material in spring (36.1%), but it
was lower for both sources during summer (54.3% and 54.2%). The percentage of callus was
high, with only up to 10% less than survival, while the average rooting was low (11.1%), but
higher for the epicormic material (14.1%). The application of complete girdling is an efficient
technique in the epicormic sprouting of this species, but no effect of fertilization was detected
for both rescue and cutting.

Keywords: Nitrogen fertilization; NPK; Girdling; Yerba-mate.

53 INTRODUCAO

llex paraguariensis Saint-Hilaire (Aquifoliaceae) apresenta importancia econémica,
social e cultural, especialmente com a regido Sul do Brasil (REICHERT et al., 2013), e neste
contexto, possui grandes desafios com relacdo ao melhoramento genético, visto a dificuldade
de selecdo de mudas com caracteristicas superiores oriundas de sementes, principalmente
devido a seus problemas de germinacio (GALINDEZ et al., 2018; SOUZA et al., 2020). Desta
forma, a propagacdo vegetativa possui papel essencial, a partir da selecdo de genotipos com
caracteristicas desejaveis. Porém, esta técnica também apresenta certas dificuldades devido a
inimeras fontes de variagdo, ndo havendo um protocolo especifico para a espécie citada
(WENDLING e BRONDANI, 2015; STUEPP et al., 2018).

Aparentemente, uma destas varidveis se trata da nutricdo da planta mée ao promover
uma possivel maior concentracdo de determinados hormonios (KIBA et al., 2011), podendo
ocorrer para o resgate vegetativo e o enraizamento de propagulos. As células vegetais possuem
uma capacidade de diferenciagdo celular, podendo se transformar em novos tecidos especificos,

sendo esta capacidade chamada de totipoténcia.
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Mas, para ativar este mecanismo, € necessario que o balanco existente entre certas
classes de hormonios vegetais seja afetado (HARTMANN et al., 2011). Os hormonios vegetais
sdo compostos organicos, em que o nitrogénio (N) faz parte de sua constituicdo, sendo
considerado o mais importante, enquanto o fosforo (P) e o potassio (K) auxiliam sua sintese, na
producdo de energia, e transporte, pela ativagdo das bombas de protons (TAIZ e ZEIGER,
2009). A adubacdo com NPK é importante e eficiente na propagacdo de |. paraguariensis,
possivelmente por estimular a biossintese de horménios vegetais (NASCIMENTO et al.,
2019a). Isto se deve, possivelmente, pela adubacdo ocasionar uma maior concentracdo de
auxinas neste material (SAKAKIBARA, 2006), a qual pode ocorrer também de forma sintética
principalmente pelo uso de AIB (HARTMANN et al., 2011), mas o qual se mostra ineficaz
para a espécie mesmo em grandes concentracfes (STUEPP et al., 2017a; NASCIMENTO et
al., 2020). Isto demonstra a provavel dependéncia da producao de horménios endégenos para
0 sucesso de sua propagacéo vegetativa.

Entretanto, uma outra varidvel importante na propagacao vegetativa desta espécie é o
possivel elevado nivel de maturacdo das plantas mde no momento do resgate vegetativo, que
pode afetar de maneira direta o enraizamento dos propagulos (WENDLING et al., 2014b). Para
o0 resgate em plantas consideradas maduras podem ser aplicadas técnicas que visam a producao
de brotacdes epicormicas de elevado vigor vegetativo (HARTMANN et al., 2011). Tais
técnicas podem ser o anelamento do caule, de forma completa ou em porcGes, tal como o
préprio corte da planta, a fim de promover um acumulo de citocininas na area injuriada,
promovendo o desenvolvimento de brotacdes ontogeneticamente mais jovens a partir de gemas
dormentes (WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al., 2015, 2016).

Quando associada ao resgate vegetativo a partir de brotacdes epicérmicas, a propagagao
vegetativa de |. paraguariensis aparenta ser positivamente influenciada pela adubacdo NPK,
em que determinados tratamentos podem atingir mais do que 80% de enraizamento de seus
propagulos (NASCIMENTO et al., 2019a). Entdo, como anteriormente constatado, € possivel
que individuos desta espécie se desenvolvam vegetativamente melhor de acordo com uma
nutricdo adequada, facilitando as etapas de resgate vegetativo e enraizamento de propagulos.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi testar a adubacdo mineral NPK em individuos
de I. paraguariensis em uma populacao para a producao de brotagdes epicormicas pela técnica
de anelamento completo do caule. Ainda verificar sua resposta no enraizamento de estacas em

duas épocas de coleta, considerando material de copa e epicérmico.
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5.4  MATERIAIS E METODOS

5.4.1 Adubacao para o resgate de brotacGes epicérmicas

A elaboragdo e conducéo deste experimento ocorreram em individuos da populagéo de
Trés Barras (TB). A selecdo desta populacéo, se deve a maior uniformidade encontrada para o
ambiente e para os proprios individuos de I. paragauriensis, principalmente quanto ao relevo,
tamanho e espacamento entre plantas. Quanto ao relevo, este era consideravelmente plano,
diminuindo as chances de lixiviacdo dos tratamentos pela 4gua. Pela area selecionada se tratar
de um plantio da espécie, os individuos se encontravam alinhados e com idades possivelmente
mais proximas, embora com diametros diferentes.

Quanto a selecdo das plantas mae (setembro de 2019), esta ocorreu sob critérios
semelhantes ao da metodologia comum (item 3.2.2), com excecdo do distanciamento entre
plantas. Neste caso, por se tratar de uma area nativa conduzida associada a plantios objetivando
enriquecimento, foram selecionados ao todo sessenta individuos nas entrelinhas com pelo
menos uma planta entre as escolhidas, formando um distanciamento entre si de cerca de 4 m
(Tabela 7).

Tabela 7 — Didmetro na altura do peito (DAP) dos individuos de I. paraguariensis adubados,
em que houve aplicacao da técnica de anelamento completo para producéo de brotacdes

epicormicas

Adubagdo NPK (5-20-10) (g)

Individuo 0 250 500 750 1.000
cm
1 7,0 8,6 8,3 8,8 6,4
2 6,5 7,4 5,7 6,4 7,3
3 5,8 7,2 5,7 7,0 6,5
4 7,6 8,1 6,7 6,0 7,6
5 7,3 54 5,4 10,4 8,3
6 55 7,3 5,6 5,3 6,7
7 49 7,2 6,7 7,2 57
8 4,5 4,8 7,3 8,0 9,6
9 4,8 59 5,7 7,9 6,0
10 75 6,8 7,6 8,7 54
11 8,2 5,2 9,3 4,9 7,8
12 11,9 6,5 8,8 5,6 6,8
Médias 6,8 6,7 6,9 7,2 7,0

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Simultaneamente a sele¢do dos individuos, foi realizado o anelamento completo do seu
caule e a limpeza da vegetagdo rasteira espontanea no seu entorno e a coleta de solo para analise.
Uma coleta de solo para analise de seus componentes quimicos foi realizada em trés pontos
aleatdrios da area experimental, com aproximadamente 20 cm de profundidade (Tabela 8). O
anelamento completo foi realizado & uma altura de aproximadamente 20 cm do solo no caule
principal, com uma largura aproximada de 5 cm, removendo somente a por¢do de casca
exterior, ndo afetando o lenho interno. O objetivo da limpeza foi remover quaisquer tipos de
vegetacdo presente junto ao individuo selecionado em uma circunferéncia de ao menos 1,5 m,
deixando o solo exposto, pronto para a aplicacdo dos tratamentos de adubacao.

Em seguida, procedeu-se com a adubagdo dos individuos selecionados com o0s
tratamentos de forma aleatdria. Os tratamentos de adubacdo mineral NPK (5-20-10) foram
determinados em: 0 g (testemunha), 250 g, 500 g, 750 g e 1.000 g, sendo cada dosagem (Tabela

9) depositada sob a area anteriormente limpa e incorporada ao solo com enxada (Figura 8).

Tabela 8 — Analise quimica do solo previamente a adubacao de . paraguariensis

ctc ©T¢ H

pH MO Arg. ofet pH Ca Mg K Al + P Cu Zn B Fe  Mn
70 Al

2?8 ----- I e cmolc dm-® IO 1) ——

42 34 540 79 366 14 04 03 58 345 7,0 50 10 -* 966 6,2
*Nutriente ndo detectado na analise de micronutrientes do solo. Fonte: Elaborada pelo autor (2022) com andlise

realizada pelo Laboratério de Analise do Solo da Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages.

Tabela 9 — Composicédo (g) de N, P e K para cada tratamento de adubacao aplicado em 1.

paraguariensis

Composicao (g)

NPK (5-20-10) (g)

Nitrogénio (CH4N,Q) Fésforo (P20s) Potéssio (K20)
0 0 0 0
250 12,5 50 25
500 25 100 50
750 37,5 150 75
1.000 50 200 100

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Apdbs 150 dias (fevereiro 2020) e 350 dias (setembro 2020) do estabelecimento do
experimento foram avaliados: plantas méde com brota¢es epicormicas (%), namero de
brotacdes e comprimento de brotagdes (cm). Foram consideradas como brotacdes epicormicas
aquelas presentes abaixo do anelamento completo, com tamanho maior ou igual do que 0,5 cm.

O numero de brotacdes foi obtido pela contagem direta, ndo sendo contabilizadas brotacGes que
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apresentassem quaisquer niveis de oxidagdo. O comprimento de brota¢des foi obtido com régua
milimétrica comum, mensurando desde a base da brotacéo até a base do peciolo da tltima folha.

Figura 8 — Exemplos de selecéo de plantas mae de I. paraguariensis a campo com fitas de
diferentes coloracdes (a e b), do seu posterior anelamento completo do caule (b), da aplicacéo
dos tratamentos de adubacéo (c) e sua incorporacéao ao solo (d)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O experimento de brotacdo epicormica de individuos adubados foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 5x2, sendo o fator “A” os
cinco tratamentos de adubagdo NPK e “B” os dois periodos de avalia¢do. Para tanto, um total
de doze individuos foram utilizados para cada tratamento, formando quatro repeticdes de trés
plantas cada.

5.4.2 Estaquia de brotagdes epicormicas e da copa oriundas de plantas adubadas

Juntamente com as avaliagdes relacionadas a brotacdo epicormica dos individuos
adubados (150 dias — verdo de 2020; e 350 dias — primavera de 2020), houve a coleta deste
material e de brotacGes da copa destas mesmas plantas, a fim de testar e comparar sua estaquia.
As brotacdes epicdrmicas foram coletadas quando estas tinham tamanho maior ou igual de 5
cm, ou que apresentassem boa formacéao para producéo de estacas. A coleta das brotagdes de
copa e assim como o0s demais procedimentos foram os mesmos considerados nas metodologias
comuns.

O material foi armazenado no ambiente de enraizamento | (estufim do Viveiro Florestal
da UDESC), de fevereiro de 2020 a junho de 2020, com repeticdo sendo instalada de setembro
de 2020 a fevereiro de 2021, em que as estacas foram postas para enraizar em bandejas (20 L)
utilizando o substrato | (vermiculita 1:1 v/v). Apo6s 120 dias de instalacdo, ambos o0s
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experimentos foram avaliados. O substrato consistiu de uma mistura de casca de Pinus sp.,
cinzas, vermiculita, turfa, serragem e bioestabilizadores (aditivos: corre¢do de acidez — 0,5%,
fosfato natural — 0,5%, fertilizante mineral NPK — 0,6%; densidade: 310 kg m™).

Os dois experimentos de estaquia foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em trés esquemas fatoriais. O primeiro consistiu no fator “A” sendo os cinco
tratamentos de adubagéo NPK e no fator “B” sendo os dois tipos de material (epicormica e da
copa). O segundo consistiu no fator “A” sendo os cinco tratamentos de adubagéo e no fator “C”
sendo as estacfes do ano (verdo — coleta aos 150 dias; primavera — 350 dias). E o terceiro
consistiu no fator “B” sendo os tipos de material e no fator “C” as estagdes do ano. Devido a
diferenga na brotacdo epicérmica encontrada em alguns tratamentos, um valor minimo
aproximado de 50 estacas foi utilizado nestes casos, enguanto materiais com maior
disponibilidade de material foram representadas por maior nimero de estacas dentro das

repeticdes. Ao todo, foram utilizadas cinco repeti¢fes para cada tratamento.

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Adubacdo para o resgate de brotagdes epicormicas

N&o houve interacdo significativa entre os tratamentos de adubacéo e as duas avaliagdes
realizadas (ANEXO C). De mesma forma, os periodos de avaliacdo ndo foram significativos,
ocorrendo significancia somente para os tratamentos de adubacdo, apenas para 0 nimero e 0
comprimento de brotacdes. O nimero de brotagdes obteve valores considerados muito altos de
AE% (> 90%), enquanto o comprimento de brotacGes obteve uma AE% alta (entre 70% e 90%).

A brotacdo dos individuos adubados ndo obteve variacdo significativa, ndo importando
a guantidade de adubo aplicada ou da avaliacdo realizada. Aproximadamente 1/4 das plantas
aneladas (29,1%) ndo apresentaram brotos abaixo do anelamento.

O numero de brotacGes variou somente para a adubacdo, sendo semelhantes para 0s
tratamentos de 0 g (4,0), 500 g (4,3) e 1.000 g (4,4). Enquanto 250 g (1,7) e 750 g (1,5)
apresentaram quase trés vezes menos brotos quando comparados aos demais.

Ja para o comprimento de brotacgdes, ndo houve diferenca para os periodos de avaliagéo,
em que somente os tratamentos de adubacdo com 0 g (14,0 cm) e 1.000 g (17,0 cm)
apresentaram resultados mais significativos (Tabela 10). Os demais tratamentos de adubagéo

apresentaram médias variando entre 9,2 cm e 10,6 cm.
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Tabela 10 — Médias de brotacdo (%), nimero de brotacfes e comprimento de brotagdes (cm)
da brotacédo epicormica de I. paraguariensis adubadas com NPK e aneladas

Individuos com brotagdes epicérmicas (%) (CV% = 34,4)
Adubacdo NPK (5-20-10) (q)

Avaliagdo 0 250 500 750 1.000 Média
150 dias 75,0 58,3 75,0 58,3 91,7 71,7
350 dias 75,0 66,7 75,0 58,3 75,0 70,0

Média 75,0 62,5 75,0 58,3 83,4 70,9
Namero de brotacdes (CV% = 42,3)
150 dias 4,1 2,0 51 1,6 3,9 3,3
350 dias 3,9 1,3 3,4 14 4,8 3,0
Média 4,0 a* 1,7b 43a 15b 4,4 a 3,2
Comprimento de brotagdes (cm) (CV% = 42,9)
150 dias 15,0 12,6 10,9 7,5 18,5 12,9
350 dias 13,1 58 10,3 13,2 15,4 11,6
Média 140 a 9,2b 10,6 b 10,4 b 170 a 12,3

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

5.5.2 Estaquia de brotac@es epicormicas e da copa oriundas de plantas adubadas

Houve interacdo significativa entre os tratamentos de adubacédo e o tipo de material
utilizado para a sobrevivéncia, formacao de calos, enraizamento e brotacdo, todos com valores
considerados altos de AE% (entre 70% e 90%) (ANEXO D). Houve interagéo significativa
entre os tratamentos de adubacéo e a estacdo do ano para todas as variaveis, com AE% muito
alta (> 90%) para o enraizamento e a permanéncia das folhas originais e alta AE% para as
demais. Houve interacdo significativa entre o tipo de material e estacdo do ano somente para a
sobrevivéncia, formacdo de calos e permanéncia das folhas originais, todas com AE%
considerada muito alta. Demais fatores ndo significativos para o esquema fatorial (nimero de
raizes/adubacdo; enraizamento/material; nimero de raizes/material; novas brotacGes/estacdo)
apresentaram valores considerados no minimo altos de AE%.

Entre o material de origem e o0s tratamentos de adubacdo, as maiores médias
pertenceram a 250 g (55,7%) e 0 g (51,9%) para o material de copa, ambas acima de 50,0%, e
750 g (50,0%) e 0 g (46,3%) para 0 material epicrmico (Tabelas 11 e 12). Entre as estagdes e
a adubacdo, os tratamentos de 500 g (66,7%) e 0 g (60,4%) apresentaram os melhores resultados
no verdo, e 750 g (38,5%) e 250 g (33,3%) para a primavera. E para a relacdo entre o material
e as estacOes avaliadas, os melhores resultados foram ocorreram no veréo, independentemente
do material utilizado (54,3%).
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Tabela 11 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nUmero
de raizes, brotacao (%) e permanéncia das folhas originais (%) de estacas de |. paraguariensis

para a relacdo entre a adubacdo com NPK, brotacdes de copa e epicormicas em duas epocas

de coleta
Sobrevivéncia (%) (CV% = 40,5)
Material Adubacdo NPK (5-20-10) (q)
Estacdo 0 250 500 750 1.000 Média
Copa 51,9 aA* 55,7 aA 37,9 aA 41,2 aA 39,4 aA 45,2
Epicérmica 46,3 aA 21,9bB 38,5 bA 50,0 aA 30,2 bB 374
Média 49,1 38,8 38,2 45,6 34,8 41,3
Primavera 37,7 aB 33,3aA 9,8 bB 38,5 aA 17,9bB 27,7
Veréo 60,4 aA 44,3 bA 66,7 aA 52,7 bA 47,9 bA 54,2
Média 49,1 38,8 38,2 45,6 34,8 41,3
Calos (%) (CV% = 48,5)
Copa 41,4 aA 41,5 aA 33,0 A 31,5aB 28,1 aA 35,1
Epicormica 40,0 aA 14,1 cB 31,2aA 48,8 aA 30,2 aA 32,9
Média 40,7 27,8 32,1 40,1 29,2 34,0
Primavera 28,3 aB 16,5 bB 2,8bB 33,3aA 10,7 bB 18,5
Verdo 53,1 aA 39,1aA 61,4 aA 46,9 aA 43,5 aA 48,7
Média 40,7 27,8 32,1 40,1 29,2 34,0
Enraizamento (%) (CV% = 98,4)
Copa 15,9 aA 4,7 aA 7,3aA 3,0aB 5,0 aA 8,1
Epicdérmica 20,0 aA 9,2 bA 13,5bA 23,8 aA 9,4 bA 14,3
Média 18,0 7,0 10,4 13,4 7,2 11,2
Primavera 11,1aB 10,3 aA 2,1bB 20,9 aA 0,0bB 9,0
Verdo 24,8 aA 3,6 bA 18,7 aA 5,9 bB 14,4 bA 13,2
Média 18,0 7,0 10,4 13,4 7,2 11,2
Nuimero de raizes (CV% = 143,8)
Copa 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2b
Epicdrmica 1,1 0,2 0,6 1,2 0,2 0,7a
Média 0,7A 0,3B 0,4B 0,7A 0,1B 0,4
Primavera 0,3bB 0,4 bA 0,1bB 1,1aA 0,0 bA 0,4
Verdo 1,1aA 0,1 bA 0,8 aA 0,2bB 0,2 bA 0,5
Média 0,7 0,3 0,4 0,7 0,1 0,4
Novas brotagdes (%) (CV% = 54,0)
Copa 25,0 aA 37,8aA 23,6 aA 25,2 aB 32,9 aA 28,9
Epicdrmica 40,0 aA 15,6 bB 27,1 bA 43,8 aA 20,8 bA 29,5
Média 32,5 26,7 25,4 34,5 26,9 29,2
Primavera 16,9 aB 26,3 aA 9,0 aB 26,1 aB 11,9aB 18,2
Verdo 48,1 aA 27,1 aA 41,7 aA 42,9 aA 38,5 aA 39,7
Média 32,5 26,7 25,4 34,5 26,9 29,2
Folhas originais (%) (CV% = 73,7)
Copa 20,1 29,2 26,4 19,4 11,3 21,3
Epicérmica 28,8 15,6 26,0 37,5 18,8 25,3
Média 24,4 22,4 26,2 28,4 15,0 23,3
Primavera 24,2 aA 14,1 bA 1,4bB 35,4 aA 7,1 bA 16,7
Verdo 24,6 bA 30,8 bA 51,0 aA 21,4 bA 21,1 bA 29,6
Média 24,4 22,4 26,2 28,4 15,0 23,3

*Meédias seguidas de mesmas letras mindsculas nas linhas e maidsculas nas colunas ndo diferem entre si de
acordo com o teste de médias Scott-Knott & 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

As porcentagens de formacdo de calos foram proximas as de sobrevivéncia, podendo
chegar a 100% das estacas vivas. Entre a estacdo e a adubacao, estas porcentagens foram mais

homogéneas, sendo o tratamento com menor presenca de calos o de 250 g (16,8%) durante a
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primavera. Para o material e as estagfes, o material de copa (10,4%) apresentou a menor

porcentagem de calos enquanto para a primavera o resultado foi semelhante para esta mesma
origem (9,7%).

Tabela 12 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero
de raizes, brotacao (%) e permanéncia das folhas originais (%) de estacas de |. paraguariensis

para a relacdo entre brotacdes de copa e epicormicas em duas épocas de coleta

Sobrevivéncia (%) (CV% = 40,5) Calos (%) (CV% = 48,5)
Estacio Material Estacio Material
Copa Epicormica Média Copa Epicormica Média
Prim. 36,1 aB* 18,8 bB 27,7 Prim, 26,4 aB 10,3 bB 18,5
Verdo 54,3 aA 54,2 aA 54,2 Verdo 43,9 aA 53,3 aA 48,7
Média 45,2 37,4 40,9 Média 35,1 32,9 33,5
Enraizamento (%) (CV% = 98,4) NUmero de raizes (CV% = 143,8)
Prim. 8,0 10,3 9,1 Prim, 0,3 0,5 0,4
Verdo 8,2 17,9 13,2 Verdo 0,1 0,8 0,5
Média 8,1b 143 a 11,2 Média 0,2b 0,7a 0,4
Novas brotagtes (%) (CV% = 54,0) Folhas originais (%) (CV% = 73,7)
Prim. 18,7 17,6 18,2b Prim, 19,4 aA 13,9aB 16,7
Verdo 39,1 40,2 39,7a | Verdo 23,1 bA 35,8 aA 29,6
Média 28,9 29,4 29,2 Média 21,3 25,3 23,3

*Meédias seguidas de mesmas letras mindsculas nas linhas e maidsculas nas colunas ndo diferem entre si de
acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Para o tipo de material utilizado e os tratamentos de adubacdo, o enraizamento foi
superior para 0 material epicrmico, com porcentagens aproximadamente duas vezes maiores
do que para o material de copa, com destaque para 750 g (23,8%) e 250 g (9,2%). Ja para a
estacdo e a adubacédo, ndo houve uma padronizacao dos resultados para nenhum dos fatores,
destacando 750 g (20,9%) para material da primavera e, 0 g (24,8%) e 500 g (18,7%) para
material do verdo. Para o material e a estacdo, independentemente da primavera ou verao, o
enraizamento foi superior com material epicérmico (14,3%).

Por consequéncia dos resultados de enraizamento, o nimero medio de raizes variou de
forma proporcional para esta em todas as relagdes fatoriais. Independentemente do tratamento
de adubacéo, levando consideragdo somente o material de origem e as estacdes do ano
avaliadas, o material epicérmico apresentou 0 maior numero (0,7).

Para a presenca de novas brotagcdes nas estacas, também houve uma variacdo sem a
determinacéo de um padrdo para o tipo de material e a adubacdo, com maior média para 750 g
(43,8%). Entretanto, considerando as estagdes e a adubacdo, as estacas produzidas no verao
apresentaram aproximadamente o dobro da porcentagem de brotagdes (39,6%) em relacdo a

primavera (18,2%), com destaque de maior media obtida para 0 g (48,1%).



80

Para a permanéncia das folhas originais, ndo houve significancia entre os fatores e nem
separadamente para o tipo de material e a adubacdo. Entre a estacdo do ano e a adubacéo, o
verdo apresentou as maiores medias (29,6%), principalmente para 750 g (51,0%). Isto também
foi observado para a relacdo entre o material de origem e a estacdo do ano, com maior média

presente para o0 material epicérmico de verdo (35,8%).

56 DISCUSSAO

5.6.1 Adubacdo para o resgate de brotagdes epicormicas

N&o foram encontradas plantas mortas em reacdo ao anelamento neste experimento
durante as duas avaliagdes e mesmo apds estes periodos. O anelamento completo do caule de
individuos de I. paraguariensis dificilmente ocasiona na sua morte (SANTIN et al., 2008b;
WENDLING et al., 2013).

A brotacdo epicdérmica promovida pela técnica de anelamento completo em individuos
de I. paraguariensis e suas variaveis de nimero e comprimento ocorreu efetivamente em ambas
as avaliacOes, independentemente dos tratamentos de adubacg&o. Isto indica uma elevada
capacidade desta técnica de revigoramento nesta espécie, podendo ser comparada com trabalhos
anteriormente realizados (SANTIN et al., 2008b; STUEPP et al., 2016; NASCIMENTO et al.,
2018; 2019a).

Em trabalho similar com mesma técnica de resgate e espécie, Stuepp et al. (2016)
observaram que aos 180 dias e 360 dias, cerca de 90% das plantas aneladas apresentavam
brotacdes epicormicas, entre 6 e 8 brotos de comprimentos podendo ser superiores a 50 cm. Os
resultados de brotacdo do trabalho citado foram semelhantes aos obtidos no presente estudo,
em que ao menos 60% das plantas aneladas apresentaram brota¢fes, com a média se mantendo
em aproximadamente 75%. Todavia, 0 nimero e o comprimento de brotacdes foram inferiores
ao do trabalho citado em ao menos duas brotagdes e mais do que 30 cm, podendo tais diferencas
estarem atreladas a fatores de origem, época de aplicacdo do tratamento de resgate, condi¢fes
ambientais durante o desenvolvimento das brotacGes, entre outros.

Em um outro trabalho com condic¢des semelhantes, Santin et al. (2008b) demonstram
que a associacao entre anelamento e remocdo da parte aérea € capaz de promover a brotacao
dos individuos em até 30% a mais. Isto pode ter parcialmente favorecido os resultados obtidos
no presente trabalho, uma vez que, por se tratar de uma area com coleta de material vegetal

recorrente, os individuos se apresentavam com copa reduzida. Os autores do trabalho citado
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determinaram que o numero de brotacfes epicormicas produzidas a partir do anelamento
completo foi praticamente o dobro dos ndo podados, sendo proximos a 4, com comprimentos
variando entre 10 cm e mais do que 20 cm, corroborando com os resultados encontrados no
presente estudo.

Avaliando a brotacdo epicormica de I. paraguariensis em uma populagdo sob condi¢des
climéticas peculiares (Urupema, SC), Nascimento et al. (2018) observaram uma menor taxa de
brotacdo epicormica promovida pelo anelamento do caule, cerca de 50%. Ainda, 0 nimero de
brotacdes e 0 seu comprimento apresentado pelos autores do trabalho citado foram proximos a
1 broto de média e 1 cm, muito menores as médias obtidas para mesmas varidveis no presente
estudo. Isto demonstra que o fator de origem é essencial para o sucesso do resgate vegetativo,
podendo ser lento em regides com temperaturas e incidéncia solar menores (NASCIMENTO et
al., 2018), tal como o municipio de Urupema (UR) (MARTINS-RAMOS et al., 2011).

Entretanto, mesmo em um ambiente com condic6es climaticas desfavoraveis, a brotacéo
epicérmica de individuos anelados desta espécie pode ser favorecida pela adubagéo nitrogenada
e NPK (NASCIMENTO et al., 2019a). Neste aspecto, os autores do trabalho citado observaram
que a brotacdo pode chegar a um minimo proximo de 50% maximo de 80%, com mais do que
4 brotacGes de média e aproximadamente 10 cm de comprimento. Estes sdo semelhantes aos
obtidos no presente estudo, mas sendo ainda inferiores para 0 comprimento médio, com cerca
de 4 cm a menos. Entretanto, é importante destacar que, mesmo com bons resultados sendo
apresentados pelos tratamentos de adubacao, estes ndo diferiram significativamente do 0 g, o
gue demonstra o seu ndo efeito. Assim, é necessaria uma diferente interpretacdo dos resultados
entre o trabalho citado (NASCIMENTO et al., 2019a), realizado no municipio de UR, e 0
presente estudo, no municipio de Trés Barras (TB), sob condi¢es ambientais contrastantes.

No presente trabalho, e através da analise quimica do solo (Tabela 8), se observa uma
elevada acidez (pH = 4,2), uma baixa matéria organica (3,4%) e baixas concentracGes de célcio
(Ca) e magnésio (Mg), 0 que ajuda a justificar a possivel ndo absor¢do dos adubos utilizados.
As baixas quantidades de Ca e Mg podem ser explicadas pela auséncia de serapilheira no
ambiente estudado, tratando-se de uma populagdo com caracteristicas mais comerciais e solo
coberto por gramineas. Todavia, Nascimento et al. (2019a) apresentam que a qualidade quimica
do solo de seu trabalho detinha um baixo pH (4,3), uma elevada matéria organica (11,6%), mas
também baixas quantidades de Ca e Mg, embora com serapilheira presente. Assim, é possivel
que a melhor resposta da brotacdo epicormica do trabalho citado em rela¢éo ao presente estudo

seja em funcdo do ambiente de origem, o qual possivelmente permitiu a presenca dos nutrientes
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por maior tempo, visto as menores temperaturas, e a elevada matéria organica, possibilitando
que as plantas os acessassem mais facilmente, principalmente o nitrogénio (N).

Quanto ao numero de brotagdes e a adubacdo com 250 g e 750 g do presente estudo, as
caracteristicas das plantas mée escolhidas e o desenvolvimento de plantas espontaneas no seu
entorno possivelmente foram os fatores responsaveis pelos resultados inferiores aos demais. E
possivel que alguns dos individuos selecionados para estes tratamentos apresentassem alguma
condicdo fisiologica ndo interessante, ndo sendo observado visualmente ao serem selecionadas,
além das proprias caracteristicas genéticas. Embora a selecdo criteriosa sob caracteristicas
visualmente semelhantes para a aplicacdo de experimentos como este, em |. paraguariensis as
respostas podem ser muito diferentes entre plantas, uma vez que n&o estéo sendo testados clones
(WENDLING e BRONDANI, 2015).

Entretanto, o provavel motivo se deve ao elevado nimero de plantas espontaneas
encontradas durante ambas as avaliagOes, presentes onde houve a limpeza e aplicacdo dos
tratamentos de adubacdo. A presenca destas plantas, e quase em sua totalidade com altura
superior a do anelamento, promoveu um sombreamento na regido da injdria, o que pode ter
afetado o desenvolvimento das gemas dormentes, uma vez que a luz € um dos principais fatores
para sua ativacdo (TAIZ e ZEIGER, 2009; HARTMANN et al., 2011).

A relacgdo entre o anelamento do caule das plantas mae de I. paraguariensis associado a
adubacdo nitrogenada demonstra ser uma técnica de grande potencial para o resgate de material
de maior vigor nesta espécie (NASCIMENTO et al., 2019a), visto a relacdo entre a maior
producdo de citocininas (KIBA et al., 2011) e o seu acimulo logo abaixo da regido injuriada
(SANTIN et al., 2008b; HARTMANN et a., 2011; STUEPP et al., 2016; NASCIMENTO et
al., 2018). Mas também é necesséario levar em consideracdo a qualidade quimica do solo em
que serdo aplicadas tais técnicas, podendo comprometer os trabalhos de resgate, mesmo embora

resultados positivos de brotacdo epicormica ainda sejam obtidos.

5.6.2 Estaquia de brotagdes epicormicas e da copa oriundas de plantas adubadas

A sobrevivéncia das estacas foi mais evidentemente afetada pela estacdo do ano, mas
também de forma relevante para a origem do material vegetal. Sa et al. (2018), trabalhando
com miniestacas de I. paraguariensis, observaram que sua sobrevivéncia e afetada pela estagédo
do ano em que houve sua coleta, com a primavera apresentando a menor taxa de mortalidade,
mais do que 40% a menos em relacdo ao verdo. Sobre este mesmo aspecto, Pimentel et al.

(2019) determinaram que a sobrevivéncia de miniestacas desta espécie coletadas no veréo foi
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incapaz de atingir 40%, enquanto que as obtidas na primavera apresentam uma porcentagem ao
menos 20% maior. Estes dados ndo corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho,
em que o inverso entre as estacdes foi obtido para a sobrevivéncia, sendo uma das explicacdes
podendo ser o tipo de material sendo utilizado. Miniestacas podem apresentar maior vigor
vegetativo em razdo do manejo de suas minicepas, além de estarem presentes em ambientes
com condigGes controladas. Todavia, 0 material obtido no meio nativo ou de plantios para a
estaquia pode possuir condicdes diferenciadas, em que a utilizacdo de suas reservas energéticas
para o seu desenvolvimento vegetativo ocorra mais lentamente, independentemente da origem
da origem do material na planta mée, epicrmico ou néo.

Foi constatado no presente trabalho que a sobrevivéncia do material de copa foi quase
0 dobro do epicérmico para a primavera, mas estatisticamente igual para o verdo, enquanto o
enraizamento foi superior para o material epicormico, independentemente da época de coleta.
Nascimento et al. (2018) observaram que a sobrevivéncia de estacas foi apenas 6% menor em
relacdo ao material da copa quando estas brotacdes foram coletadas na primavera, atingindo
mais do que 50%. Semelhantemente ao presente estudo, os autores do trabalho citado também
observaram uma menor porcentagem de calos para as brotac6es epicormicas, com enraizamento
aproximadamente 10% superior ao de copa. Todavia, no presente estudo, o material epicérmico
obtido no verdo apresentou uma taxa de calos muito proxima a de sobrevivéncia, dificultando
a interpretacédo destes resultados.

Ao se testar a estaquia a partir de brotac6es epicormicas de decepa de I. paraguariensis,
Bitencourt et al. (2009) observaram que estas apresentaram sobrevivéncia abaixo de 20%, mas
com cerca de 65% de enraizamento, enquanto estacas de brotacGes de copa apresentam maior
sobrevivéncia, mas sendo incapazes de enraizar eficientemente. Ainda, Stuepp et al. (2017a;
2017b) confirmam que os individuos fisiologicamente e ontogeneticamente mais jovens podem
apresentar menores taxas de calos e maiores de enraizamento, em mais do que 90% das estacas
vivas, enquanto o material de copa sobrevive mais, mas com menor enraizamento. Tal fato é
semelhante para o presente estudo ao se considerar a primavera, mas nao ocorrendo 0 mesmo
durante o verao, especialmente para a sobrevivéncia.

Nascimento et al. (2019a) afirmam que quando as plantas mée séo fertilizadas e suas
brotacdes epicormicas sdo obtidas no outono, a sobrevivéncia deste material pode variar de
30% a cerca de 80%, mas quando obtidas no verdo esta variacdo € menor, entre 75% e 90%. Os
autores do trabalho citado ainda afirmam que, embora o proprio material epicrmico ainda
apresente calos, estes ainda podem enraizar de maneira eficiente, variando entre 45% e mais do

que 80% dependendo da dosagem de NPK aplicada e época avaliada. Todavia, assim como no
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experimento de resgate, os possiveis efeitos dos adubos utilizados no presente estudo podem
ser dificeis de serem explicados na estaquia, ndo cabendo afirmar quaisquer superioridades.

A nutricdo das plantas mdae aparenta ser essencial para que ocorra uma boa propagacao
vegetativa, considerar o desenvolvimento de raizes adventicias em guantidade e comprimento
(CUNHA et al., 2009). Para a formacao deste tecido, é essencial que o elemento N esteja
presente em quantidades suficientes para uma eficiente producéo hormonal (KIBA etal., 2011),
muito embora os niveis de auxinas ndo tendem a se alterar significativamente quando na sua
presenca em comparagdo com as citocininas (KOJIMA et al., 2009), podendo a formacéao de
raizes ser mais dependente do desbalanco hormonal causado pelo seccionamento do material
vegetal. Embora uma relacéo positiva tenha sido constatada entre a adubacao nitrogenada e o
enraizamento desta espécie a partir de estacas revigoradas em um trabalho (NASCIMENTO et
al., 2019a), o mesmo ndo ocorreu no presente estudo, sendo necessario levar em consideracdo

novos aspectos, como a resposta dos tratamentos em relacdo a qualidade quimica do solo.

57 CONCLUSAO

Né&o foi detectado efeito da adubacdo NPK (5-20-10) neste experimento, possivelmente
ocasionado pela qualidade quimica preexistente do solo do local de estudo, que pode ter afetado
negativamente a reposta dos tratamentos.

Assim como no resgate, 0 enraizamento de estacas desta espécie ndo apresentou um
efeito compreensivel a partir dos tratamentos de adubacdo, mas a estacdo do verdo e o material

epicérmico apresentaram ser fatores importantes para sua propagacédo vegetativa.
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6 CAPITULO Il — INTERACAO ENTRE GENOTIPOS E AMBIENTES NA
PROPAGACAO VEGETATIVA DE llex paraguariensis POR ESTAQUIA

6.1 RESUMO

O objetivo deste capitulo foi avaliar o enraizamento de estacas brotagcdes da copa de I.
paraguariensis coletadas de duas populacfes em quatro estacbes do ano e mantidas em dois
ambientes de enraizamento. Para tanto, sete genotipos das populacdes de Trés Barras (TB) e
Urupema (UR) foram coletados em cada estagdo, com inicio na primavera de 2020, sendo as
estacas alocadas em estufim com irrigacdo por microaspersao e em casa de vegetacdo com
controle de temperatura e irrigacdo por nebulizacdo. Apds 90 dias de cada coleta foram
avaliados: sobrevivéncia (%), calos (%), enraizamento (%), nimero de raizes, novas brotacdes
(%) e permanéncia das folhas originais (%). A sobrevivéncia variou em todos o0s tratamentos,
com méaximos de até 52,7% para o outono, 45,5% para TB e 47,1% para o estufim, variando
entre 2,1% a até 97,9% para os genotipos. A porcentagem de calos foi, de forma geral, similar
a de sobrevivéncia, desde diferencas nulas a até aproximadamente 30% para determinados
genotipos. O enraizamento chegou a 27,8% para 0 material do verdo mantido no estufim,
chegando a quase 65% para alguns gendtipos de TB. O nimero de raizes variou entre 2,8 e 4,1
para os genotipos de melhor enraizamento. As novas brotacdes das estacas e a permanéncia de
suas folhas originais ndo seguiram um padrdo, podendo estar mais associadas a genética do que
o0s outros fatores. Os resultados demonstram existem variacdes de acordo com as estacfes do
ano e os ambientes de enraizamento, mas estes aparentam apenas potencializar a capacidade de

cada populacdo e gendtipo para a propagacao vegetativa.

Palavras-chave: Propagacédo vegetativa; Brotacdes de copa; Genoétipos; Erva-mate.

6.2 ABSTRACT

The objective of this chapter was to evaluate the rooting of canopy sprouts of . paraguariensis
collected from two populations in four seasons of the year and maintained in two rooting
environments. Thus, seven genotypes from the populations of Trés Barras (TB) and Urupema
(UR) were collected in each season, starting in spring 2020, with the cuttings being allocated
in a mini tunnel with micro-sprinkler irrigation and in a greenhouse with temperature control

and irrigation by nebulization. After 90 days of each collection, the following were evaluated:
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survival (%), callus (%), rooting (%), number of roots, new sprouts (%) and permanence of the
original leaves (%). Survival varied in all treatments, with maximums of up to 52.7% for
autumn, 45.5% for TB and 47.1% for the mini tunnel, ranging from 2.1% to up to 97.9% for
the genotypes. The percentage of callus was, in general, similar to that of survival, from zero
differences to approximately 30% for certain genotypes. Rooting reached 27.8% for the summer
material kept in the mini tunnel, reaching almost 65% for some TB genotypes. The number of
roots varied between 2.8 and 4.1 for the genotypes with better rooting. The new sprouts of the
cuttings and the permanence of their original leaves did not follow a pattern, and may be more
associated to their genetics than other factors. The results show that there are variations
according to the seasons and rooting environments, but these only seem to enhance the capacity

of each population and genotype for vegetative propagation.

Keywords: Vegetative propagation; Canopy sprouts; Genotypes; Yerba-mate.

6.3 INTRODUCAO

A llex paraguariensis Saint-Hilaire (Aquifoliaceae) é uma espécie florestal presente na
América do Sul de grande importancia para a regido Sul brasileira, visto sua vasta producéo,
exportacdo e consumo interno. Todavia, a producdo total da matéria-prima proveniente desta
espécie tem passado por flutuacdes na Ultima década, aproximadamente 5,5% menos em relacédo
aos ultimos dois anos (2019/2020). Ainda, seu valor total diminuiu em quase 17,0% para este
mesmo periodo (IBGE, 2021). Além das variaveis econdmicas, diversos fatores poderiam ter
contribuido para esta diminuicdo, tais como exploracdo excessiva, um elevado grau de
maturacdo fisioldgica, a exaustdo das reservas energéticas e a heterogeneidade genética entre
individuos e popula¢des (XAVIER et al., 2013; WENDLING e BRONDANI, 2015).

Uma solucdo l6gica para estas dificuldades reside no estabelecimento de novas plantas
com caracteristicas superiores, objetivando ndo apenas manter a produtividade, mas também
aumenta-la. Para tanto, a selecéo correta de individuos é extremamente importante, sendo uma
atividade que pode ser demasiadamente dificultosa devido a duas situagdes principais: o uso de
sementes para producdo de mudas e a variagdo genética presente nelas. Primeiramente, as
sementes de |. paraguariensis sd@o conhecidas por apresentar dificuldades na germinagéo,
especialmente em razdo da presenca de dorméncias, sendo a mais problematica a morfoldgica,
e sementes vazias (GALINDEZ et al., 2018; SOUZA et al., 2020), forcando ao uso de material

de qualidade genética desconhecida. Ainda, a propria variabilidade genética, causada pela
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reproducdo sexuada, a qual é benéfica para as etapas de sele¢do natural, podem complicar o
desenvolvimento de programas de melhoramento vegetal desta espécie com foco na producao
de padrbes produtivos (WENDLING e BRONDANI, 2015). A possivel solucdo para a
producdo de mudas de alta qualidade estd na sua propagacédo vegetativa através da selecdo de
materiais superiores (VIEIRA et al., 2021).

Varios estudos tém sido realizados nos ultimos anos com foco no melhoramento vegetal
de I. paraguariensis, em que a maior parte utilizando a propagacéo vegetativa como técnica
principal para este objetivo. Entretanto, ainda restam determinados desafios, principalmente em
superar a interferéncia da maturidade, a elevada idade ontogenética (WENDLING et al., 2013;
STUEPP et al., 2015; 2017a, 2017b; NASCIMENTO et al., 2018), tal como a nivel nutricional
da planta mde (NASCIMENTO et al., 2019a), o uso de horménios sintéticos (BITENCOURT
et al., 2009; NAGAOKA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2020), o uso de clones melhor
estabelecidos (BRONDANI et al., 2008; 2009; PIMENTEL et al., 2019; VIEIRA et al., 2021)
e ambientes de enraizamento (BRONDANI et al., 2008; 2009; NASCIMENTO et al., 2020).
Neste sentido, é importante levar em consideracdo que diferentes populagdes naturais desta
espécie podem possuir caracteristicas propagativas contrastantes, em que um elevado nivel de
maturacdo pode vir a ndo ser um fator determinante. Desta forma, o resgate vegetativo de
determinados gendtipos em ambientes nativos passa a ser uma etapa importante para 0 sucesso
da propagacao vegetativa.

Individuos com caracteristicas distintas podem ser encontrados nas popula¢6es naturais
de I. paraguariensis (WENDLING e BRONDANI, 2015; VIEIRA et al., 2021), os quais
passaram pelos processos de selecdo natural, sendo sucessivamente selecionados. Estas
diferengas ndo estdo presentes apenas entre populagdes, mas também em nivel de individuo
dentro de uma mesma populacdo, em que 0s gendtipos apresentam capacidade diferentes de
enraizamento de seus propagulos (XAVIER et al.,, 2013; NASCIMENTO et al., 2020).
Igualmente importante, estes individuos de |. paraguariensis podem apresentar diferentes
respostas de acordo com o ambiente de enraizamento, considerando estruturas sob capacidades
tecnoldgicas divergentes (BRONDANI et al., 2008, 2009), podendo facilitar ou dificultar a sua
propagacao vegetativa (NASCIMENTO et al., 2020). Ainda, a propria época de coleta do
material vegetal afeta diretamente a sua capacidade de enraizamento, em que o retorno do
aumento das temperaturas propicia uma maior diviséo e diferenciacdo celular (HARTMANN
et al., 2011; STUEPP et al., 2017a), mas podem ndo garantir uma maior sobrevivéncia do
propagulo desta mesma espécie (PIMENTEL et al., 2017, 2019).
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O sucesso da propagacdo vegetativa da erva-mate pode ser diretamente dependente da
origem do material, tal como de gendtipos de uma mesma populagdo, o ambiente de
enraizamento e da época de seu resgate. Assim, 0 objetivo deste capitulo foi avaliar o
enraizamento de |. paraguariensis, testando a interacéo entre geno6tipos de duas populacdes por

ambientes e em quatros épocas de coleta.

6.4 MATERIAIS E METODOS

6.4.1 Estaquia de duas populagdes de acordo com a esta¢do do ano em dois ambientes

de enraizamento

Dentre as cinco populac@es anteriormente estudadas, este experimento foi conduzido
somente com as populacdes de Trés Barras (TB) e Urupema (UR). A selecdo destas populagdes
se deve aos melhores resultados obtidos no primeiro capitulo deste trabalho e por pertencerem
a regides sob condicGes ambientais singulares, o que permite assumir que as populacdes
estudadas sejam divergentes.

A selecdo de individuos e demais processos ocorreram sob mesmos critérios das
metodologias comuns, coletando-se material de copa para cada estacdo do ano. Desta forma, a
primeira coleta foi realizada em setembro de 2020 (primavera), com a seguinte ocorrendo 90
dias apo6s (verdo), e assim sucessivamente até completar o ciclo de estacdes (outono/inverno).
Para cada uma destas, foram coletadas brotacdes de sete individuos aleatdrios, compondo
diferentes gendtipos por populacdo em cada estacdo. Entretanto, € possivel que entre estacdes
tenha ocorrido a coleta de individuos ndo minimamente distantes entre si (50 m), principalmente
para a populacdo de UR, visto que o local de estudo é relativamente menor e formado por
adensamentos. Nao foram coletados os mesmos individuos entre as estacdes (Tabela 13), e estas
sempre ocorreram com um dia de diferenca entre si entre as duas populagdes.

O material foi armazenado nos ambientes de enraizamento | (estufim do Viveiro
Florestal da UDESC) e Il (CNVI — casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente de uma
empresa florestal da regido, situada em Otacilio Costa, SC), permanecendo por 90 dias logo
apos sua coleta em cada um destes, seguido de avaliacédo final. As estacas foram postas para
enraizar em tubetes (110 cm®) utilizando o substrato 1. O substrato era composto de uma

mistura de turfa, vermiculita, residuo organico classe “A” e calcario (densidade: 130 kg m™).
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Tabela 13 — Didmetro na altura do peito (DAP) dos individuos de I. paraguariensis de
acordo com duas populagdes (TB e UR) nas quatro estacOes do ano, utilizadas para a

obtencdo de brotacdes de copa para a estaquia

Primavera Verao Outono Inverno
Ind. B UR B UR B UR B UR
cm
1 8,6 9,5 11,9 5,9 6,8 52 10,2 7,4
2 6,9 6,7 9,5 6,2 4,8 7,6 8,5 9,2
3 10,1 6,2 6,3 7,5 12,5 6,7 6,8 6,8
4 8,5 5,9 7,3 7,4 6,9 5,8 8,7 5,8
5 6,1 9,8 9,2 8,6 9,4 10,2 51 5,7
6 7,2 8,2 53 4.8 6,5 7,3 9,5 8,3
7 12,5 4.6 6,8 6,5 11,1 45 6,9 9,0
Média 8,6 7,3 8,0 6,7 8,3 6,8 7,9 7,5

Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O experimento de estaquia, considerando as populagdes foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial. A primeira analise fatorial consistiu no
fator “A” sendo as estagodes (primavera, verao, outono ¢ inverno) e no fator “B” sendo as duas
populacdes (TB e UR). A segunda consistiu no fator “A” sendo as estagdes e no fator “C” sendo
os dois ambientes de enraizamento (estufim e CVNI). A terceira consistiu no fator “B” sendo
as duas populagdes e no fator “C” os dois ambientes de enraizamento. Cada populagdo consistiu

em 14 repeticOes de 12 estacas para cada uma das estacGes e ambientes de enraizamento.

6.4.2 Estaquia de geno6tipos da populacédo de Trés Barras e Urupema de acordo com a

estacdo do ano em dois ambientes de enraizamento

A avaliacdo em funcdo das estacOes foi realizada de forma separada para os sete
genotipos coletados, visto que nao foram utilizados os mesmos materiais entre as avaliacdes.
Isto se deve a disponibilidade de material vegetal, em que era possivel ndo haver material
vegetal suficiente de uma estacdo para outra, impossibilitando a coleta de um Unico individuo.
Embora ndo tenham sido testados mesmos genotipos entre estacfes, uma maior quantidade de
individuos foi testada (56). Desta forma, ndo houve avaliacdo entre as estacbes do ano,
ocorrendo somente entre sete genotipos e 0s dois ambientes de enraizamento para cada uma das
estacoes.

Os experimentos de estaquia dos genotipos de TB e UR foram instalados em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 7x2, sendo o fator “A” os

sete gendtipos e o fator “B” os dois ambientes de enraizamento, sendo avaliados separadamente
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para cada populacdo. Este experimento foi composto de quatro repeti¢cbes de 12 estacas para

cada genotipo.

6.5 RESULTADOS

6.5.1 Estaquia de duas populagdes de acordo com a estacdo do ano em dois ambientes

de enraizamento

Houve interacdo significativa para todas as varidveis analisadas entre os fatores de
estacdo do ano e populacdo, e entre estacfes e ambientes de enraizamento, todas com AE%
considerada muito alta (> 90%) (ANEXO E). Entretanto, a sobrevivéncia, enraizamento, novas
brotacdes e permanéncia das folhas originais ndo foram significativas para a relacdo entre
populagcdo e ambientes de enraizamento, sendo avaliados separadamente, todos com AE%
considerada muito alta.

Considerando a relagéo entre as estacdes do ano e as populacdes, a sobrevivéncia variou
em aproximadamente 50%. A populacdo de Trés Barras (TB) apresentou média superior
durante a primavera, verdo e outono em relacdo a Urupema (UR), mas ndo diferenciado
estatisticamente desta durante o inverno. Entre estaces, 0 outono apresentou maior média
(52,7%), especialmente para TB (75,7%), enquanto UR obteve sua maior média durante o verdo
(34,8%), mas ndo atingindo 40%. A casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente (CNVI)
apresentou uma média geral (24,0%) de quase metade da do estufim (47,1%). Isto € mais
evidente principalmente no verdo, em que o estufim manteve o maior nimero de propagulos
Vivos (65,9%), uma diferenca maior do que 40%.

A porcentagem de formacdo de calos seguiu proporcionalmente a sobrevivéncia, ndo
importando a estacdo, populacdo ou ambiente de enraizamento (Tabelas 14 e 15). Para as
estacOes e populacdes, as diferencas entre sobrevivéncia e calos ndo ultrapassaram 10%, com
excecdo de TB no outono (61,6%), com uma diferenca maior do que 14%. A maior diferenca
entre todas foi apresentada para estacas de outono mantidas no estufim, de aproximadamente
16%.
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Tabela 14 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero
de raizes, brotacao (%) e permanéncia das folhas originais (%) de estacas de |. paraguariensis

para a relacdo entre a estacdo do ano e duas populacdes em os ambientes de enraizamento

Sobrevivéncia (%) (CV% = 50,5)

Populagéo Estacdo
Ambiente Primavera Verdo Outono Inverno Média
B 34,5 cA* 54,5 bA 75,7 aA 17,4 dA 455
UR 18,7 bB 34,8 aB 29,6 aB 19,3 bA 25,6
Média 26,6 44,6 52,7 18,4 35,6
Estufim 27,8 bA 65,9 aA 64,7 aA 30,1 bA 47,1
CNVI 25,4 bA 23,4 bB 40,6 aB 6,7 cB 24,0
Média 26,6 44,6 52,7 18,4 35,6
Calos (%) (CV% = 60,2)
B 28,7 cA 46,0 bA 61,6 aA 10,0 dA 36,6
UR 15,5bB 28,4 aB 24,6 aB 11,2 bA 19,9
Média 22,1 37,2 43,1 10,6 28,2
Estufim 24,0 cA 55,9 aA 48,8 bA 17,1 dA 36,5
CNVI 20,2 bA 18,5bB 37,4 aB 4,0cB 20,0
Média 22,1 37,2 43,1 10,6 28,2
Enraizamento (%) (CV% = 138,2)
B 14,7 bA 20,8 aA 8,3 CcA 0,0 dA 11,1
UR 2,8bB 11,6 aB 1,3bB 0,0 bA 3,9
Média 8,9 16,2 4,8 0,0 7,5
Estufim 5,5bB 27,8 aA 0,1cB 0,0 cA 8,4
CNVI 12,1 aA 4,6 bB 9,5aA 0,0 cA 6,6
Média 8,9 16,2 4,8 0,0 75
Numero de raizes (CV% = 192,9)
B 0,9 aA 1,0 aA 0,4 bA NR cA 0,6
UR 0,1bB 0,5aB <0,1bB NR bA 0,2
Média 0,5 0,8 0,2 NR 0,4
Estufim 0,2bB 1,3aA <0,1bB NR bA 0,4
CNVI 0,8 aA 0,2 bB 0,4 bA NR cA 0,4
Média 0,5 0,8 0,2 NR 0,4
Brotagdo (%) (CV% = 100,1)
B 18,6 bA 29,5 aA 7,7cA 9,2cA 16,3
UR 12,6 aB 7,4 bB 1,2¢cB 10,0 aA 7,8
Média 15,6 18,5 4,5 9,6 12,0
Estufim 15,8 bA 26,9 aA 3,7cA 15,0 bA 15,4
CNVI 15,5 aA 10,0 bB 52cA 4,2 cB 8,7
Média 15,6 18,5 4,5 9,6 12,0
Folhas originais (%) (CV% = 68,4)
B 19,2 cA 38,2 bA 67,3 aA 6,1 dA 32,7
UR 8,6 cB 30,7 aB 20,8 bB 6,0 cA 16,5
Média 13,9 34,4 44,0 6,0 24,6
Estufim 16,5 bA 53,3 aA 55,1 aA 10,3 bA 33,8
CNVI 11,3bA 15,6 bA 33,0aB 1,8cB 15,4
Média 13,9 34,4 44,0 6,0 24,6

Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; NR: Auséncia de estacas enraizadas; *Médias seguidas de mesmas
letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O enraizamento apresentou porcentagens menores do que 30% (Figura 9), mostrando-
se estar ligado mais associado as estagcdes do ano. Para as estacdes e populacbes, a maior

porcentagem de enraizamento ocorreu no verdo para ambas as populagdes, mas em que TB
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obteve quase o dobro de estacas enraizadas (20,8%) em relacdo a UR (11,6%). Ja para a estacdo
e 0s ambientes de enraizamento, estacas produzidas no verdo e mantidas no estufim
apresentaram quase 30% de enraizamento, a0 menos cinco vezes mais do que no CNVI (4,6%).
Porém, o estufim foi inferior no enraizamento durante a primavera (5,5%), mas principalmente
no outono (0,1%), quando comparado com os resultados obtidos no CNVI (9,5%). Assim como
a relagdo anterior, estacas ndo enraizaram durante o inverno, independentemente do ambiente

de enraizamento.

Tabela 15 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero
de raizes brotacdo (%) e permanéncia das folhas originais (%) de estacas de |. paraguariensis

para a relacdo entre duas populac@es em dois ambientes de enraizamento

Sobrevivéncia (%) (CV% = 50,5) Calos (%) (CV% = 60,2)
Populacio Ar_nbiente de enraizamento _ Populacio Ambiente de enraizamento _
Estufim CVNI Média Estufim CVNI Média
TB 55,6 35,5 455a TB 42,3 aA* 30,8 bA 36,6
UR 38,7 12,6 25,6 b UR 30,6 aB 9,2bB 19,9
Média 471a 24,0b 35,6 Média 36,5 20,0 28,2
Enraizamento (%) (CV% = 138,2) NUmero de raizes (CV% = 192,9)
B 11,2 10,9 110a TB 0,5aA 0,6 aA 0,6
UR 5,7 2,2 39b UR 0,3aB <0,1bB 0,2
Média 8,4 6,6 7,5 Média 0,4 0,4 0,4
Brotagdo (%) (CV% = 100,1) Folhas originais (CV% = 68,4)
B 19,4 13,1 16,3 a TB 41,4 24 32,7a
UR 11,3 4,3 78b UR 26,1 6,9 16,5b
Média 154 a 8,7b 12,0 Média 33,8a 15,4b 24,6

Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; Médias seguidas de mesmas letras minGsculas nas linhas e maitsculas
nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O numero de raizes foi proporcional ao enraizamento, sendo que 0os maiores valores
foram obtidos durante o verdo e primavera. Para a relacdo entre as estacdes e populacdes, TB
apresentou a maior média durante o verdo (1,0), estatisticamente igual para a primavera (0,9),
enquanto UR também apresentou sua maior média para o verdo (0,5). Para os ambientes, 0
estufim também apresentou maior média durante o verdo (1,3), aproximadamente 50% a mais
para o melhor resultado obtido para CNVI. Os demais resultados ndo ultrapassaram 0,5 raizes
em todos os tratamentos.

Para as estacOes e as populacdes, TB apresentou a maior porcentagem de brotacdo de
estacas no verdo (29,5%). Resultados mais baixos foram presentes no outono para ambas as
populacdes, mais evidentemente para UR (1,2%). Entre as estagdes e 0s ambientes, o estufim

apresentou uma média geral (15,4%) quase duas vezes maior em relacdo ao CNVI (8,7%). A
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maior porcentagem de brotag&o entre os fatores ocorreu durante o verdao para o material mantido
no estufim (26,9).

Para as populacbes, TB apresentou a maior porcentagem de permanéncia de folhas
originais durante o outono (67,3%), sendo ao menos o dobro da maior para UR, a qual ocorreu
no verdo (30,7%). Entre as estacOGes e os ambientes de enraizamento, o estufim proporcionou
as maiores médias (33,8%), destacando o outono (55,1%) e o verdo (53,3%). Considerando
ambientes e populagdes, ambos apresentaram porcentagens ao menos duas vezes maiores em
relacdo aos inferiores, sendo os resultados do estufim (33,8%) maiores do que o CVNI (15,4%),

de mesma forma que TB (32,7%) apresentou maior permanéncia do que UR (15,4%).

6.5.2 Estaquia de gendtipos da populacdo de Trés Barras de acordo com a estacéo do

ano em dois ambientes de enraizamento

Para os genotipos de TB e as esta¢es do ano, houve significancia para a interacdo entre
os fatores para quase todas as variaveis em todas as épocas (ANEXO F), com excecdo da
formacdo de calos durante a primavera, 0 enraizamento e nimero de raizes na estacdo de
inverno. A AE% de todas as significancias foi considerada entre alta (entre 70% e 90%) e muito
alta (> 90%).

De maneira geral, a sobrevivéncia das estacas foi superior para o0 material do outono,
chegando a quase 85% no estufim. Em contrapartida, o inverno ndo atingiu 30% para o estufim
(29,2%) e pouco acima de 5% para a CVNI (5,6%). Os destaques para esta variavel foram
obtidos para os gen6tipos OTB5 (97,9%), OTB2 (95,9%), VTB3 (95,8%) e OTB7 (91,7%),
com mais do que 90% de suas estacas vivas.

As porcentagens de calos variaram entre cerca de 1% e mais de 20% em relacdo a
sobrevivéncia. O CVNI apresentou as menores diferencas, se mantendo abaixo de 10%. As
maiores diferencas foram obtidas no outono para OTB5 (47,9%) e OTB2 (33,4%) mantidos no
estufim, com mais do que 30% de suas estacas vivas sem apresentar calos.

De forma geral, o enraizamento foi maior para as estacas durante o verao (20,8%) e na
primavera (14,7%), mas mais eficiente no estufim durante o verao (35,7%) e no CVNI durante
a primavera (20,8%) (Tabelas 16 e 17). O enraizamento durante o outono foi presente somente
no CVNI (8,3%), enquanto o inverno ndo apresentou estacas enraizadas. As porcentagens de
enraizamento maiores ou iguais a 50% ocorreram somente para 0s genotipos VTB7 (64,6%),
OTB4 (52,1%) e VTB6 (50,0%).
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Tabela 16 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero de raizes, brotacdo (%) e permanéncia das folhas

originais (%) de estacas de I. paraguariensis da populacdo de Trés Barras (TB) obtidas na primavera e verdo para a relacdo entre sete gendtipos e

dois ambientes de enraizamento

Primavera Verdo
Sobrevivéncia (%) (CV% = 10,2) Sobrevivéncia (%) (CV% =7,7)
Amb Genétipo Amb Genétipo
" PTB1 PTB2 PTB3 PTB4 PTB5 PTB6 PTB7 Média " VIB1 VTB2 VTB3 VTB4 VTB5 VTB6 VTB7 Média

Estufim 25,0cB* 29,2c¢B 479bA 250cB 250cA 66,7aA 125dA 33,0 {Estufim 41,7eA 583dA 958aA 854bA 79,2cA 875bA 812cA 75,6
CVNI 312cA 354cA 43,8bA 438bA 188dB 66,7aA 125eA 36,0 | CVYNlI 104dB 104dB 354cB 33,3cB 479bB 66,7aB 29,2cB 33,3
Média 28,1 32,3 45,9 34,4 21,9 66,7 12,5 345 { Média 26,1 34,4 65,6 59,4 63,5 77,1 55,2 545

Calos (%) (CV% = 28,5) Calos (%) (CV% = 16,8)

Estufim 22,9 29,2 33,3 25,0 22,9 52,1 10,4 28,0 |Estufim 41,7bA 479bA 79,2aA 52,1bA 79,2aA 875aA 729aA 658
CVNI 29,2 22,9 35,4 33,3 18,8 54,2 12,5 29,5 { CVYNI 104dB 2,1dB 27,1cB 18,7cB 41,7bB 625aB 20,8cB 26,2
Média 26,0b 26,0b 344b 292b 209c 531a 115d 28,7 | Média 26,1 25,0 53,1 354 60,4 75,0 46,9 46,0

Enraizamento (%) (CV% = 48,4) Enraizamento (%) (CV% = 53,1)

Estufim 14,6aB 104aA 83bB 21bA 42bB 188aB 2,1bA 86 |Estufim 39,6 bA 188cA 354bA 188cA 229cA 50,0aA 64,6aA 357
CVNI 292bA 125cA 39,6aA 6,2cA 146cA 396aA 42cA 208 { CVYNI 83aB 00aB 42aB 0,0aB 104aA 42aB 146aB 6,0
Média 21,9 11,5 24,0 4,2 9,4 29,2 3,1 14,7 | Média 24,0 9,4 19,8 9,4 16,7 27,1 396 208

Numero de raizes (CV% = 77,4) Numero de raizes (CV% = 72,5)

Estufim 08aB 03aA 0,1aB <0,1aA 0,1aA 05aB <0l1aA 0,3 |Estufim 41aA 09dA 12dA 05dA 07dA 21cA 28bA 17
CVNI 30aA 06bA 23aA 03bA O07bA 25aA 02bA 14 { CVYNl 11aA NRaA 01aB NRaA 04aA 01aA 08aA 03
Média 19 0,5 1,2 0,2 0,4 15 0,1 0,8 | Média 2,6 0,2 0,6 0,4 0,5 11 18 1,0

Brotagdo (%) (CV% = 41,7) Brotagdo (%) (CV% = 38,8)

Estufim 12,5bB 16,7bA 27,1aA 16,7bB 83bA 125bB 6,3bA 14,3 |{Estufim 33,3bA 479aA 375bA 479aA 625aA 459aA 27,1bA 432
CVNI 29,2aA 16,7bA 375aA 292aA 83bA 354aA 41bA 229 | CVYNI 83aB 6,2aB 250aA 14,6aB 188aB 18,8aB 18,8aA 158
Média 20,8 16,7 32,3 23 8,3 24,0 5,2 18,6 | Média 20,8 27,1 31,3 31,3 40,6 32,3 229 295

Folha original (%) (CV% = 48,0) Folha original (%) (CV% = 24,4)

Estufim 22,9 18,8 31,3 12,5 16,7 52,1 42  22,6aEstufim 20,9cA 6,2dA 87,5aA 646bA 646bA 77,1aA 66,7bA 554
CVNI 6,3 14,6 14,6 12,5 16,7 37,5 8,3 158bi CVNI 42cB 21cA 125cB 83cB 41,7bB 66,7aA 125cB 21,1
Média 146b 166b 229b 125b 16,7b 448a 6,2b 192 { Média 125 4,2 50,0 36,5 53,1 71,9 396 382

NR: Auséncia de estacas enraizadas; *Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas linhas e maidsculas nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Tabela 17 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero de raizes, brotacdo (%) e permanéncia das folhas
originais (%) de estacas de I. paraguariensis da populacdo de Trés Barras (TB) obtidas no outono e inverno para a relagao entre sete genotipos e

dois ambientes de enraizamento

Outono Inverno
Sobrevivéncia (%) (CV% = 6,1) Sobrevivéncia (%) (CV% = 19,2)
Amb Genétipo Amb Genétipo
' 0TB1 0TB2 O0OTB3 0OTB4 OTB5 OTB6 OTB7 Média " ITB1 ITB2 ITB3 ITB4 1TB5 ITB6 ITB7 Média

Estufim 89,6 bA* 959aA 604dB 688cB 97,9aA 87,5bA 91,7bA 845 |Estufim 50,0bA 459bA 64,6aA 125dA 21eA 27,1cA 2,1eA 29,2

CVNI 625cB 77,1bB 70,9bA 854aA 854aB 479dB 396eB 67,0 | CVNI 00cB 42bB 83bB 21cB 00cA 250aA 00cA 56

Média 761 865 656 771 91,7 677 657 757 | Média 250 250 36,5 73 10 260 10 174
Calos (%) (CV% = 15,1) Calos (%) (CV% = 54,4)

Estufim 58,4 bA 62,5bA 43,8bB 542bB 50,0bB 68,8aA 81,3aA 59,8 | Estufim 33,4aA 209bA 375aA 42cA 2,1cA 104cB 2,1cA 158

CVNI 604bA 66,7bA 688bA 833aA 81,3aA 438cB 396cB 634 | CVNI NSbB 41bB 62bB NSbA NSbA 188aA NSbA 4.2

Média 594 646 563 687 656 563 604 616 | Média 167 125 21,9 2,1 10 146 10 100

Enraizamento (%) (CV% = 81,7) Enraizamento (%) (CV% = -)

Estufim 0,0aA 0,0aA 00aB 00aB 00aB 00aB 00aA 0,0 |Estufim 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CVNlI 6,3cA 00cA 16,7bB 52,1aA 209bA 188bA 2, 1cA 16,7 { CVNI NS 0,0 0,0 0,0 NS 0,0 NS 0,0
Média 3,1 0,0 8,3 26 10,4 9,4 1,0 8,3 | Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Nimero de raizes (CV% = 82,9) NuUmero de raizes (CV% = -)

Estufim NRaA NRaA NRaA NRaB NRaB NRaB NRaA NR |Estufim NR NR NR NR NR NR NR NR
CVNI 01dA NRdA 03cA 28aA 06cA 14bA <01dA 07 CVNI NS NR NR NR NS NR NS NR
Média <0,1 NR 0,2 14 0,3 0,7 <0,1 0,4 Média NR NR NR NR NR NR NR NR

Brotacdo (%) (CV% = 74,4) Brotacdo (%) (CV% = 67,6)

Estufim 21cA 00cB 00cA 00cA 104bA 83bA 188aA 57 |Estufim 41,7aA 83cA 188bA 83cA 21dA 209bA 21dA 14,6
CVNlI 63bA 16,7aA 21bA 62bA 146aA 146aA 83bB 98 | CVNI NSbB O00bA 21bB 21bA NSbA 229aA NSbA 39
Média 4,2 8,3 1,0 31 12,5 11,5 13,6 7,7 i Média 20,8 4,2 10,4 52 1,0 21,9 1,0 9,2

Folha original (%) (CV% = 12,7) Folha original (%) (CV% = 90,0)

Estufim 77,1bA 83,4bA 60,4cA 688cA 979aA 792bA 813bA 783 |Estufim 125bA 188aA 229aA 00cA 21cA 83cA 21cA 95
CVNI 542bB 542bB 646bA 79,2aA 729aB 33,3cB 354cB 56,3 { CVNI NSbB 21bB 21bB 00bA NSbA 146aA NSbA 27
Média 65,6 68,8 62,5 74,0 85,4 56,3 58,3 67,3 | Média 6,3 10,4 12,5 0,0 1,0 115 1,0 6,1

NR: Auséncia de estacas enraizadas; NS: Auséncia de estacas sobreviventes; *Médias seguidas de mesmas letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem
entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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O numero de raizes foi maior para as estacas produzidas nas estagdes que apresentaram
maior enraizamento, sendo verao (1,0) e primavera (0,8). Durante o verado, o estufim apresentou
as maiores médias (1,7), principalmente para VTBL1 (4,1) e VTB7 (2,8). Para a primavera, isto
ocorreu para 0 material mantido no CVNI (1,4), destacando PTB1 (3,0), PTB6 (2,5) e PTB3
(2,3). Embora o outono tenha sido pouco eficiente para o enraizamento de uma forma geral, 0
gendétipo OTB4 ainda apresentou um nimero medio de raizes semelhante & gendtipos de outras
estacdes (2,8).

As estacas apresentaram brotar mais durante o verdo (29,5%) quando mantidas no
estufim (27,1%), na primavera (18,6%) quando mantidas no CVNI (22,9%), e durante o inverno
(9,2%) quando mantidas no estufim (14,6%). As maiores porcentagens de brotacdo ocorreram
para 0s gendtipos VTB5 (62,5%), VTB2 (47,9%), VTB4 (47,9%), VTB6 (45,9%), e ITB1
(41,7%), todos acima de 40%.

A permanéncia das folhas originais foi, em uma perspectiva geral, quase 30% maior
durante o outono (58,3%), principalmente no estufim (78,3%), quando comparada ao verdo
(38,2%) também para o estufim (55,4%). Quanto aos gendtipos, os maiores destaques foram
para OTB5 (97,9%), com todas as estacas vivas ainda com a presenca de suas folhas originais,
VTB3 (87,5%), OTB2 (83,4%) e OTB7 (81,3%), todas acima de 80%.

6.5.3 Estaquia de gendtipos da populacdo de Urupema de acordo com a estacdo do ano

em dois ambientes de enraizamento

Para os genotipos de UR, maior parte das variaveis apresentou diferenca significativa
para as interacOes fatoriais com as estacGes do ano (ANEXO G). Estas obtiveram uma AE%
muito alta (> 90%), com excec¢do do numero de raizes durante o outono, a qual foi alta (entre
70% e 90%).

As porcentagens de sobrevivéncia foram menores do que 40% de uma forma geral,
sendo a maior obtida durante o verdo (34,8%) e a menor durante a primavera (18,7%). O estufim
foi superior para esta varidvel em todas as estacfes, sendo mais evidente no verdo (56,2%) e
outono (44,9%). Em nivel de gendtipos, se destacam VUR2 (81,2%), OUR2 (79,2%), OUR5
(72,9%) e IUR2 (72,9%), todos com ao menos 70% de suas estacas vivas.

A presenca de calos foi proxima a sobrevivéncia, de forma mais evidente na primavera
(diferenca de 3,2%) (Tabelas 18 e 19). As maiores diferencas foram apresentadas no inverno
no estufim (12,4%), especialmente para o gendtipo IUR4 (25,0%), e no verdo para 0 mesmo
ambiente (10,1%), destacando os gendétipos VUR2 (33,3%) e VUR3 (22,9%).
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Tabela 18 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero de raizes, brotacdo (%) e permanéncia das folhas

originais (%) de estacas de I. paraguariensis da populacao de Urupema (UR) obtidas na primavera e verdo para a relacdo entre sete genotipos e

dois ambientes de enraizamento

Verao

Sobrevivéncia (%) (CV% = 20,5)

Sobrevivéncia (%) (CV% = 10,1)

Amb.

PUR6 PUR7 Média

Amb.

Genotipo

VUR4 VUR5 VUR6 VUR7 Média

Estufim
CVNI
Média

52,1aA 56,2aA 104cA 42cA
31,2bB 52,1aA 83cA 42cA

8,3CA 6,2CcA
2,1dB 0,0dB

22,6
14,9
18,7

Estufim
CVNI
Média

60,4cA 81,2aA 50,0dA 625cA 66,7bA 583cA 146eA 56,2
42cB 188bB 41,7aB 146bB 21cB 134

40,6 54,2 36,5 8,3 34,8

Calos (%) (CV% = 34,7)

Calos (%) (CV% = 25,1)

Estufim
CVNI
Média

8,3cA 0,0dA
0,0cB NScA

479aA 54,2aA 10,4cA 0,0dA
188bB 458aB 4,2cA 21cA

19,9
11,0
155

Estufim
CVNI
Média

56,3aA 479bA 27,1cA 625aA 625aA 52,1bA 146dA 46,1
21cB 16,7bB 354aB 104bB 0,0cB 10,7

39,6 50,0 31,2 7,3 28,4

Enraizamento (%) (CV% = 162,4)

Enraizamento (%) (CV% = 54,3)

Estufim
CVNI
Média

2,4
3,3
2,8

Estufim
CVNI
Média

6,2dA 20,9cA 42dA 458aA 29.2bA 21dA 199
0,0bA 0,0bB

0,0bA 125aB 10,4aB 0,0bA 3,3
2,1 29,1 19,8 1,0 11,6

Nimero de raizes (CV% = 186,9)

NUmero de raizes (CV% = 89,7)

Estufim
CVNI
Média

<0,lb 01b

0,1
0,1
0,1

Estufim
CVNI
Média

0,2cA 33aA 16bA <01cA 09

NRaA NRaA NRaA 03aB 04aB NRaA 0,1

0,1 1,8 1,0 <01 0,5

Brotagdo (%) (CV% = 38,4)

Brotagdo (%) (CV% = 75,4)

Estufim
CVNI
Média

479aA 41,7aA 42cA 00cA 21cA 42cA
146bB 31,3aB 2,1cA 21cA 00cA NScA

17,3
8,0
12,6

Estufim
CVNI
Média

0,0 39,6 8,3 8,3 10,7a
2,1 22,9 4,2 0,0 42D
10b 313a 6,2b 42Db 7,4

Folha original (%) (CV% = 69,9)

Folha original (%) (CV% = 22,4)

Estufim
CVNI
Média

104 a
6,8b

8,6

Estufim
CVNI
Média

542bA 77,1aA 354cA 625bA 583bA 583bA 125dA 512
21cB 16,7bB 27,1aB 125bB 21cB 101

39,6 42,7 35,4 7,3 30,6

NR: Auséncia de estacas enraizadas; *Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas linhas e maidsculas nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias

Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Tabela 19 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero de raizes, brotacdo (%) e permanéncia das folhas

originais (%) de estacas de I. paraguariensis da populacdo de Urupema (UR) obtidas no outono e inverno para a relagéo entre sete gendtipos e

dois ambientes de enraizamento

Outono Inverno
Sobrevivéncia (%) (CV% = 13,5) Sobrevivéncia (%) (CV% = 21,0)
Amb Genétipo Amb Genétipo
" OUR1 OUR2 OUR3 OUR4 OUR5 OUR6 OUR7 Meédia " IUR1T IUR2 IUR3 IUR4 IUR5 IUR6 IUR7 Meédia

Estufim 18,8eA* 79,2aA 542cA 56,2cA 729bA 62fA 27,1dA 44,9 iEstufim 62dA 72,9aA 354bA 27,1cA 10,4dA 39,6 bA 250cA 309
CVNI 146cA 229bB 16,7cB 21dB 31,2aB 42dA 83dB 143 { CVNI 42cA 104bB 125bB 00cB 0,0cB 250aB 21cB 17,7
Média 16,7 51,0 35,4 29,2 52,1 5,2 17,7 29,6 i Média 5,2 41,7 24,0 13,5 5,2 32,3 13,5 19,3

Calos (%) (CV% = 26,3) Calos (%) (CV% = 62,3)

Estufim 8,3eA 70,8aA 479cA 542cA 604bA 21eA 209dA 37,8 |{Estufim 42dA 584aA 292bA 21dA 00dA 209cA 146cA 185
CVNI 146bA 209aB 104bB 2,1bB 229aB O00bA 83bB 11,3 | CVNI 0,0aA 42aB 125aB NSaA NSaA 83aB 21aB 39
Média 11,5 45,8 29,2 28,1 41,7 1,0 14,6 245 | Média 2,1 31,3 20,8 1,0 0,0 14,6 8,3 11,2

Enraizamento (%) (CV% = 159,2) Enraizamento (%) (CV% = -)

Estufim 0,0aB 00aB 00aB 00aA 00aA 2l1aA 00aA 03 |Estufim 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CVNlI 83aA 42bA 42bA 00cA 00cA 00cA 00cA 24 | CVNI 0,0 0,0 0,0 NS NS 0,0 0,0 0,0
Média 4,2 2,1 2,1 0,0 0,0 1,0 0,0 1,3 | Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Nimero de raizes (CV% = 238,8) Numero de raizes (CV% = -)

Estufim NRaB NRaB NRaA NRaA NRaA <01aA NRaA <01 {Estufim NR NR NR NR NR NR NR NR
CVNI 0,2aA 0,1bA 01bA NRbA NRbA NRbA NRDbA <01 CVNI NR NR NR NS NS NR NR NR
Média 0,1 <0,1 <0,1 NR NR <0,1 NR <0,1 { Média NR NR NR NR NR NR NR NR

Brotagdo (%) (CV% = 275,6) Brotagdo (%) (CV% = 68,6)

Estufim 0,0 2,1 0,0 2,1 6,3 0,0 2,1 1,8 {Estufim 0,0dA 375aA 146cA 83dA 62dA 27,1bA 146cA 155
CVNI 2,1 0,0 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 06 { CVNI 00bA 21bB 83bA NSbA NSbA 188aA 21bB 45
Média 1,0 1,0 1,0 1,0 3,1 0,0 1,0 12 | Média 0,0 19,8 11,4 4,2 3,1 22,9 8,3 10,0

Folha original (%) (CV% = 32,4) Folha original (%) (CV% =111,1)

Estufim 2,1eB 66,7aA 31,3cA 43,8bA 625aA 0,0eA 16,7dA 319 |Estufim 42cA 333aA 209bA 00cA 00cA 16,7bA 21cA 11,0
CVNI 125aA 209aB 6,2bB 00bB 229aB 00bA 62bB 98 { CVNI 0,0aA 00aB 42aB NSaA NSaA 21aB 0,0aA 09
Média 7.3 43,8 18,7 21,9 42,7 0,0 11,5 20,8 | Média 21 16,7 12,5 0,0 0,0 9,4 1,0 6,0

NR: Auséncia de estacas enraizadas; NS: Auséncia de estacas sobreviventes; *Médias seguidas de mesmas letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem

entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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O maior enraizamento ocorreu no verdo (11,6%), enquanto a primavera (2,8%) e o
outono (1,3%) foram inferiores, e 0 inverno ndo apresentou estacas enraizadas. Com excegéo
do verdo e o estufim (19,9%), as demais estacOes apresentaram melhores porcentagens para o
CVNI, mas ndo superiores a 4%. Para genotipos, se destacam apenas VURS (45,8%) e VUR1
(31,3%), com porcentagens acima de 30%.

O numero de raizes foi equivalente ao enraizamento em si, em que a primavera e outono
apresentaram porcentagens iguais ou menores a 0,1, sendo o verdo cerca de cinco vezes maior
que estas (0,5). As maiores médias de acordo com o0s genétipos ocorreram para VURS5 (3,3) e
VURS (1,6).

A brotacdo das estacas ndo seguiu um padrdo como observado entre a sobrevivéncia e
a formacéo de calos, sendo maior para a primavera (12,6%) para o material mantido no estufim
(17,3%) e para o inverno (10,0%) para 0 mesmo ambiente (15,5%). Neste quesito, as maiores
médias foram apresentadas pelos gendtipos PUR2 (47,9%), PUR3 (41,7%) e IUR2 (37,5%),
acima de 30%.

Assim como para a porcentagem de brotacGes, a permanéncia das folhas originais ndo
foi similar com alguma outra relacdo anteriormente destacada, com exce¢do do verdo em que a
média geral (30,6%) foi similar a de sobrevivéncia. As maiores permanéncias foram
apresentadas pelos genétipos VUR2 (77,1%), VUR4 (62,5%) e OURS5 (62,5%), todas maiores
do que 60%.

6.6 DISCUSSAO

6.6.1 Estaquia de duas populacdes e seus genotipos em funcéo das estacfes do ano e dois

ambientes de enraizamento

A sobrevivéncia das estacas foi afetada por todas as condicdes testadas, seja de maneira
positiva ou negativa, em nivel de populacdo ou de genotipos. As diferengas presentes entre as
populacbes podem ser explicadas pelos seus locais de origem, possuindo condigdes climéticas
singulares. Em trabalhos com a populagdo de Urupema (UR), Nascimento et al. (2018, 2019a,
2020) destacam que a sobrevivéncia de estacas é conhecida, com valores podendo variar entre
cerca de 20% a até 90% de acordo com os tratamentos aplicados. Ainda, os autores afirmam
que a sobrevivéncia € menor em relagdo a outros trabalhos com mesma espécie de uma forma
geral, possivelmente ocorrendo em funcdo das condicdes climaticas do ambiente de origem,

tais como menor incidéncia de luz solar e menores temperaturas anuais (MARTINS-RAMOS
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etal., 2011). Isto ajuda a explicar nédo somente estas menores porcentagens, mas como todas as
demais variaveis em relacdo a populagdo de Trés Barras (TB).

A variacdo de sobrevivéncia entre genotipos no presente trabalho, o qual chegou a ser
superior a 40% em mesma epoca e ambiente, pode ser explicada pelas préprias caracteristicas
fisioldgicas do individuo (FRANZON et al., 2010). Nascimento et al. (2020) e Pimentel et al
(2019) afirmam que, alguns gendtipos ainda podem apresentar superioridade a outros mesmo
em condicBes ambientais desfavoraveis, ultrapassando 70% de estacas e 80% de miniestacas
vivas desta espécie. Isto possibilita a determinacdo de materiais superiores para esta variavel
(BRONDANI et al., 2008).

Entretanto, a manutencao da sobrevivéncia também pode ser afetada pelas condi¢des do
ambiente de enraizamento. Neste caso, ambos 0s ambientes testados no presente trabalho nédo
apresentaram ser ideias para sobrevivéncia de estacas de I. paraguariensis. Para o estufim,
embora com umidade constante acima de 85%, este apresentou maiores amplitudes térmicas,
principalmente entre dia e noite, enquanto a casa de vegetacdo com nebulizagdo intermitente
(CVNI) apresentou menores variaces abruptas de temperatura, mas com baixa umidade,
podendo ser inferiores a 60%. Estas variacdes entre os ambientes de enraizamento podem ser
explicadas pelas suas estruturas. O estufim é uma estrutura simplificada, objetivando manter
uma elevada umidade do ar e do substrato, enquanto o CVNI é uma casa de vegetacao
optimizada para o enraizamento de Eucalyptus sp., ndo demandante de umidade alta para seu
enraizamento. Uma vez que 0s propagulos ndo possuem raizes, um ambiente com umidade
relativa do ar acima de 80% é essencial para que ndo ocorra a sua desidratacdo excessiva
(XAVIER et al., 2013), mas quando associado a temperaturas mais altas, acima de 35 °C, é
possivel que ocorra sua rapida oxidacdo pela aceleracdo do metabolismo seguido de seu
esgotamento energético.

Levando em perspectiva as épocas de coleta de material vegetal, TB apresentou maior
sobrevivéncia de estacas no outono, enquanto UR demonstrou ser estatisticamente igual para o
verdo e outono, com as maiores porcentagens para esta populacdo. Esta maior sobrevivéncia,
principalmente no outono, possivelmente ocorreu em fungdo da maior quantidade de energia
reservada durante os periodos quentes associado ao inicio do estagio de dorméncia das plantas
estudadas. De mesma forma, o ambiente de enraizamento também mostrou estar associado as
estacOes testadas, em que o estufim apresentou maior sobrevivéncia no verdo e no outono, com
aproximadamente 65%.

Isto demonstra que a estagdo do ano também é um fator de elevada importancia

(STUEPP et al., 2017a), podendo ser potencializado de acordo com a populacdo de estudo e o
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ambiente de enraizamento. Fisiologicamente, os periodos entre final do inverno e a primavera
sd0 ideais para obtencdo de material vegetal para a propagacdo vegetativa, visto que ha o
aumento das temperaturas e a planta retoma suas atividades metabdlicas, utilizando esta energia
armazenada para enraizar (HARTMANN et al., 2011). Testando as esta¢fes do ano na estaquia
de I. paraguariensis, Stuepp et al (2017a) observaram que a porcentagem de sobrevivéncia
pode ser quase quatro vezes maior para 0 verdo em relacdo a primavera, enquanto o outono ndo
atingiu 5% de sobrevivéncia. Ainda, a média de sobrevivéncia de miniestacas coletadas no
verdo, de acordo com Pimentel et al. (2019), € menor do que a metade das obtidas no inverno
e outono, préximas a 80%.

Desta forma, é possivel afirmar que ndo ha consentimento na melhor época do ano para
coleta de material vegetal para propagar vegetativamente esta espécie, e isto possivelmente
ocorre em funcéo das estacdes ndo estarem bem definidas para as regides de estudo. E comum
que estas regides apresentem temperaturas menores mesmo em meados da primavera e inicio
do verdo, de mesma forma que pode haver um prolongamento de temperaturas médias mais
elevadas durante o outono. Em suma, torna-se dificultosa esta relacdo levando em consideragédo
as estacdes do ano em funcdo do calendario, sendo necessario avaliar a partir de dados
climatologicos.

Como constatado nos resultados do presente trabalho, houve uma aproximacgédo dos
resultados entre sobrevivéncia e formagéo de calos, ndo importando os tratamentos avaliados.
A presenca de calos em propagulos de I. paraguariensis é comum em materiais maduros que
ndo passaram por quaisquer técnicas de revigoramento ou rejuvenescimento (WENDLING et
al., 2013; STUEPP et al., 2017a; 2017b; NASCIMENTO et al., 2018). De acordo com um
estudo sobre 0 mesmo tema, espécie e a populacdo de UR, Nascimento et al. (2020) observaram
que ao se testar diferentes gend6tipos os calos foram presentes em até 100% das estacas de alguns
materiais, mas com diferencas de até 35%. Isto ocorreu de forma semelhante para o presente
trabalho de uma forma geral, com alguns gendtipos da populacdo de TB apresentando
diferencas maiores de 30%. Ainda, mesmo que minijardins apresentem grande vigor quando
comparados com material de copa, Pimentel et al. (2019) e Vieira et al. (2021) observaram que
determinados genotipos podem apresentar de 60% a até mais do que 80% de calos em suas
miniestacas, propondo que 0 vigor vegetativo desta espécie seja extremamente sensivel ao
tempo.

Inversamente proporcional a sobrevivéncia, as estacas da populacdo de TB obtidas no
outono apresentaram baixas porcentagens de calos. Este resultado ndo corrobora com um

trabalho similar com a mesma espécie (STUEPP et al., 2017b), em que os autores obtiveram
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um aumento na presenca de calos para esta estacdo, em especial para plantas mae mais maduras.
Uma explicacdo para estes resultados estaria na destinacdo das reservas energéticas das estacas,
objetivando a sobrevivéncia ao enraizamento em alguns gendtipos desta populacdo. Todavia,
constata-se resultados préximos entre sobrevivéncia e calos para a populacdo de UR, podendo
indicar que ndo houve uma priorizagdo de suas reservas energeticas, tal como ocorreu para TB.
Entretanto, estacas de I. paraguariensis com calos podem ainda enraizar, caso permanegam por
maior periodo inseridas no ambiente de enraizamento (STUEPP et al., 2017b), sendo isto
observado para o genotipo OTB4 mantido no CVNI, com do que 50% de suas estacas com
raizes apds 90 dias, sendo o material destas obtida no outono.

O enraizamento variou consideravelmente de acordo com todos 0s tratamentos testados,
mas principalmente em funcdo dos ambientes de enraizamento, sendo isto melhor visualizado
para a populacdo de TB. Durante a primavera, as condi¢cdes ndo foram as ideias para ambos 0s
ambientes de enraizamento, como constatado anteriormente para a sobrevivéncia, mas o
enraizamento no CVNI ocorreu em praticamente metade das estacas ainda vivas, mais do que
o0 dobro obtido pelo estufim. Este resultado possivelmente ocorreu pois, durante as primeiras
trés semanas, 0 CVNI manteve uma umidade relativa proxima de 90%, favorecendo um
determinado enraizamento de alguns gendtipos, enquanto o estufim apresentou uma grande
variacdo de temperatura, o que pode ter dificultado a diferenciacdo celular. Ja para o verdo, foi
constatado o inverso, em que o estufim apresentou 0 maior enraizamento, pouco menos da
metade das estacas ainda vivas. O menor enraizamento obtido pelo CVNI nesta estacdo ocorreu
em funcdo da baixa sobrevivéncia, causada pelo aumento de temperatura e umidade constante
mais alta, podendo ter acarretado em uma oxidacao acelerada. Todavia, novamente houve uma
inversdo do melhor ambiente de enraizamento, com o CVNI apresentando a maior porcentagem
de enraizamento durante o outono, mas com apenas 10% de enraizamento. Isto provavelmente
ocorreu devido ao inicio de estado de dorméncia deste material em funcdo da diminuicdo das
temperaturas.

Em relacdo as condicdes climaticas dos ambientes de enraizamento do presente estudo,
é possivel que a variacdo de temperatura tenha sido fator determinante no enraizamento das
estacas. Em um estudo anterior com gendtipos de I. paraguariensis provenientes da populacao
de UR, Nascimento et al. (2020) determinaram um enraizamento médio total menor do que
10%, sendo 11,1% para estacas mantidas no CVNI e 4,9% no estufim, para material coletado
na primavera. Resultados semelhantes foram obtidos para esta populagdo no presente trabalho,
com uma menor média geral préxima a 8%, sendo o enraizamento presente apenas no CVNI,

com 16,7%. E necessario que os ambientes de enraizamento possuam condigdes especificas
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para que ocorra a formacao de raizes nos propagulos (XAVIER et al., 2013), em que mudancas
abruptas de temperaturas, principalmente de forma diaria, podem dificultar a divisdo celular
devido a mudancas no metabolismo e na capacidade de absor¢édo de nutrientes (CUNHA et al.,
2009). Temperaturas variando entre 15 °C e 35 °C e uma umidade elevada s&o ideais para que
haja 0 melhor enraizamento, mantendo uma transpiracdo baixa e o metabolismo em niveis
aceitaveis (GOULART e XAVIER, 2008).

Muito embora alguns genotipos tenham enraizado eficientemente, é possivel que estes
teriam apresentado resultados superiores caso utilizados material de maior vigor (WENDLING
et al., 2013, 2014b). Minijardins clonais desta espécie podem apresentar gendtipos superiores
com porcentagens de enraizamento entre 60% e 70%, enquanto materiais inferiores apresentam
valores até menores do que 3% e 10% para mesmas épocas (PIMENTEL et al., 2019; VIEIRA
et al., 2021). Entretanto, Nascimento et al. (2020) destacam que € possivel obter materiais com
elevada capacidade de enraizamento diretamente de &reas nativas de brotacdes de copa, com
genotipos podendo atingir valores maiores do que 45% de enraizamento quando mantidos no
CVNI e cerca de 23% no estufim. Isto é facilmente observado no presente trabalho, em que
determinados gendtipos apresentaram enraizamento muito superior a outros, pertencentes a
uma mesma populacdo, dentro de um mesmo ambiente e de mesma estagdo do ano. Assim, é
possivel considerar que a variacdo no enraizamento nao seja apenas intrinseca a espécie, nao
sendo apenas dependente do vigor vegetativo, mas também do genétipo utilizado, uma vez que
materiais de mesma idade e das mesmas populagdes apresentam enraizamento de forma muito
diferenciada.

Ainda, o enraizamento de genotipos em diferentes ambientes de enraizamento pode
apresentar uma relacdo complicada de ser compreendida, visto que alguns estudos apresentem
que talvez ndo haja diferenca significativa nesta varidvel quando testados genotipos bem
estabelecidos (BRONDANI et al., 2008, 2009). Todavia, 0 presente estudo demonstra que
houveram grandes variacGes no enraizamento de estacas de mesmos genétipos de acordo com
os diferentes ambientes, podendo ser facilmente observado para OTB4, VTB6, VTB1, PTB3,
VURS5 e VURL, todos com diferengas acima de 30%. Isto indica a necessidade de novos estudos
considerando diferentes ambientes de enraizamento com caracteristicas estruturais e condi¢des
climaticas singulares para esta especie.

Desta forma, a partir dos resultados obtidos e comparados, é possivel perceber que existe
uma dependéncia de todas as variaveis em funcao das populagdes de estudo e, de maneira mais
evidente, entre os genotipos de uma mesma populacdo. De fato, o potencial de enraizamento

destes pode ser favorecido ou afetado negativamente pelo ambiente de enraizamento em que
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este se encontra. O ambiente de enraizamento em si é determinante para o sucesso da estaquia
nesta espécie, em que a temperatura e a umidade em niveis adequados sdo essenciais para a
manutencdo da sobrevivéncia e formacdo de raizes, sendo aparentemente necessario que haja
uma diminuicdo gradativa da umidade para indu¢do do enraizamento. Ainda, as estacGes do
ano estudadas demonstraram ser discrepantes em relagdo a outros trabalhos, sendo necessario
avaliar o local de origem do material vegetal destes. As populagdes estudadas estdo localizadas
no Sul do Brasil, principalmente UR, sendo estas regides conhecidas pelo prolongamento das
estacdes frias, indicando que, embora determinada estacdo tenha iniciado de acordo com os
calendarios, fisiologicamente as plantas mée estudadas podem estar ainda em outra.

Todos estes resultados demonstram a atual dificuldade de propagar vegetativamente esta
espécie, podendo ser dependente de inUmeros fatores, sendo a selecéo correta de genotipos um
dos mais dificultosos. Entretanto, por um lado positivo e corroborando com conclus@es obtidas
por Brondani et al. (2008, 2009), o estufim foi superior no enraizamento de estacas de forma
geral, principalmente no verdo, mesmo sendo um ambiente simplificado. Isto é importante em
um aspecto produtivo, podendo ser facilmente aplicado por pequenas empresas, viveiros, ou
por proprios produtores rurais, uma vez que se trata de um barato e eficiente na estaquia de 1.

paraguariensis.

6.7 CONCLUSAO

Para as populacGes, Trés Barras obteve a melhor resposta a estaquia do que a populacédo
de Urupema. Isto pode estar vinculado a aspectos genéticos e ambientais, considerando as
especificidades do clima, solo e interacdes ecoldgicas de I. paraguariensis em cada local de
origem.

Foi constatada interacdo entre gendtipos por ambientes, ocorrendo a melhor adaptacéo
de determinados individuos dentro de uma mesma populacdo em ambientes especificos. De

mesma forma, isto pode ocorrer diferentemente em funcéo das estagdes do ano.
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7 CAPITULO IV-BROTACAO EPICORMICA DE GALHOS DESTACADOS DE
llex paraguariensis PARA A PROPAGACAO VEGETATIVA

7.1  RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a formacéo de brotacfes epicormicas de galhos destacados
e testar 0 enraizamento de estacas provenientes destas brotacdes. Para tanto, foram instalados
trés experimentos: 1) brotacdo epicérmica de galhos de duas populacdes em funcdo de seu
didmetro (finos — entre 10 e 20 mm; grossos — maiores do que 20 mm); I1) brotacdo epicormica
de galhos de uma populacéo em relacdo ao diametro e sentido de armazenamento (vertical ou
horizontal), e; 111) estaquia comparando material de copa e de brotacGes epicormicas produzidas
por galhos destacados. Os galhos foram obtidos de areas produtoras em Trés Barras (TB) e
Urupema (UR) em dezembro de 2020, sendo alocados em estufim com irrigagdo por
microaspersdo. Em mesmo periodo, brotagdes de copa e de galhos destacados foram coletadas
da populacdo de TB para a estaquia, sendo acondicionados sob mesmo ambiente. Os galhos
foram avaliados a cada sete ou 15 dias para: sobrevivéncia (%), brotacéo (%), numero de brotos,
comprimento de brotos (cm); enquanto para as estacas foram avaliadas apds 90 dias:
sobrevivéncia (%), calos (%), enraizamento (%), numero de raizes, comprimento de raizes
(cm), novas brotacGes (%) e permanéncia das folhas originais (%). Para os galhos, TB
apresentou ao menos 5 brotos a mais em todas as avaliacdes, com destaque para seus galhos
grossos (37 em média, 336 no maximo), enquanto que para UR a maior brotacdo ocorreu para
os galhos finos (24 em média, 219 no maximo). A sobrevivéncia dos galhos foi ao menos 30
dias superior para galhos mantidos horizontalmente, mas sua brotacgao foi ao menos 20% menor
guando comparada com os galhos mantidos verticalmente. Embora a sobrevivéncia das estacas
revigoradas tenha sido menor em relacdo ao material de copa seu enraizamento foi
aproximadamente apenas 2% menor, obtendo cerca de 75% de suas estacas sobreviventes com
raizes. A brotacdo epicormica de galhos destacados é uma técnica eficiente para a obtencédo de
material revigorado, sendo mais evidente para os galhos grossos da populacdo de TB. As estacas
provenientes das brotacfes epicdrmicas dos galhos possuem maior mortalidade mas apresentam

enraizamento eficiente.

Palavras-chave: Resgate vegetativo; Revigoramento; Estaquia; Erva-mate.
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7.2  ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the formation of epicormic sprouts from detached
branches and to test the rooting of cuttings from these sprouts. Therefore, three experiments
were carried out: I) epicormic sprouting of branches from two populations as a function of their
diameter (thin — between 10 and 20 mm; thick — greater than 20 mm); Il) epicormic sprouting
of branches of a population in relation to the diameter and storage direction (vertical or
horizontal), and; I11) cuttings comparing material from canopy and epicormic sprouts produced
by detached branches. The branches were obtained from producing areas in Trés Barras (TB)
and Urupema (UR) in December 2020, being placed in a greenhouse with micro-sprinkler
irrigation. In the same period, canopy sprouts and detached branches were collected from the
TB population for cuttings, being placed under the same environment. The branches were
evaluated every seven or 15 days for: survival (%), sprouting (%), number of sprouts, length of
sprouts (cm); while for cuttings the following were evaluated after 90 days: survival (%), callus
(%), rooting (%), number of roots, root length (cm), new sprouts (%) and permanence of
original leaves (%). For the branches, TB presented at least 5 more sprouts in all evaluations,
with emphasis on its thick branches (37 on average, 336 at most), while for UR the highest
sprouting occurred for the thin branches (24 on average, 219 maximum). Branch survival was
at least 30 days higher for branches kept horizontally, but their sprouting was at least 20% lower
when compared to branches maintained vertically. Although the survival of the reinvigorated
cuttings was lower in relation to the canopy material, their rooting was approximately only 2%
lower, obtaining about 75% of their surviving cuttings with roots. The epicormic sprouting of
detached branches is an efficient technique for obtaining reinvigorated material, being more
evident for the thick branches of the TB population. Cuttings from the epicormic sprouts of the

branches have higher mortality but have efficient rooting.
Keywords: Vegetative rescue; Reinvigoration; Cuttings; Yerba-mate.
7.3  INTRODUCAO
Para llex paraguariensis Saint Hilaire, o resgate vegetativo € uma etapa essencial para
seu melhoramento genético, uma vez que pode haver certas dificuldades atreladas ao seu uso,

sendo uma das principais o elevado estado de maturacdo (WENDLING et al., 2013; STUEPP
et al., 2017a, 2017b; NASCIMENTO et al., 2018). A maturidade cronoldgica de plantas
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lenhosas faz com que estas percam gradativamente sua totipoténcia celular, principalmente nas
regides mais apicais, muitas vezes impedido que propagulos enraizem eficientemente quando
coletados destas regides (WENDLING et al., 2013; 2014b).

Entretanto, na porcdo basal de plantas lenhosas podem existir gemas dormentes com
caracteristicas de elevado vigor, consideradas ontogeneticamente mais jovens, uma vez que seu
desenvolvimento ocorreu proximo aos periodos de pos-germinacdo (HARTMANN et al.,
2011). Existem diversas técnicas que objetivam a obtencdo destas brotacGes oriundas de gemas
juvenis, mas com resultados que podem variar entre si (XAVIER et al., 2013). As técnicas mais
utilizadas para |. paraguariensis sdo os anelamentos, que podem ocorrer em diferentes
proporcdes e alturas do caule (WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al., 2016;
NASCIMENTO et al., 2018), e pela propria brotacao a partir da decepa da planta (WENDLING
et al., 2014a; STUEPP et al., 2015; 2016). Porém, é possivel que danos dréasticos causados ao
caule venham a ocasionar a morte da planta mée, tal como a propria decepa, ocorrendo a perda
de um possivel gendtipo de interesse, além da ndo garantia de uma producdo suficiente de
brotacdes epicormicas para o resgate.

Em contrapartida, podem ser coletados galhos destacados da planta de interesse, sendo
estes armazenados em ambiente propicio para a producdo de brotacdes epicormicas, podendo
ser utilizadas para quaisquer meios de propagacao vegetativa (ROSA et al., 2003; ALMEIDA
et al., 2007; WENDLING et al.,, 2009; WENDLING et al., 2013; MENEGUZZI, 2017,
NASCIMENTO et al., 2018). E uma técnica em que os danos a planta mae podem ser muito
minimizados, havendo facilidade no preparo, manejo e coleta das brotacGes produzidas
(WENDLING e BRONDANI, 2015). S&o galhos fisiologicamente ativos, com capacidade de
producdo de brotos epicormicos (HARTMANN et al., 2011), mas o vigor destes sendo
diretamente dependente da altura em que houve a coleta do galho em si, pois estes sdo
dependentes do fator ontogenético (XAVIER et al., 2013).

Além disso, pode haver diferentes capacidades de producdo e vida util destes galhos em
funcdo do didmetro e sentido de armazenamento (WENDLING et al., 2013; NASCIMENTO
et al., 2018), além da arquitetura genética da planta mde (ROSA et al., 2003) e também
possivelmente de acordo com diferentes populagdes. Entretanto, estes aspectos ndo séo
juntamente abordados em experimentos de brotacéo de galhos destacados, visto que podem ser
necessarias grandes quantidades de material para que haja uma avaliacdo correta dos resultados
a serem obtidos. Assim, torna-se necessario uma avaliagdo da associacdo destas variaveis,
elaborando experimentos capazes de determinar de forma precisa as reais capacidades de

brotacdo de galhos de I. paraguariensis.
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Atualmente, o resgate de brotagdes epicormicas é essencial para uma efetiva propagacéao
vegetativa de |. paraguariensis, podendo ser realizada por estaquia, sendo uma técnica de facil
execucdo. A estaquia em si € uma técnica que apresenta ser dependente de varios fatores que
vao além da maturacao da planta mae, tais como a populacdo de origem e os préprios genoétipos
utilizados (NASCIMENTO et al., 2020; SILVA et al., 2021). Geneticamente, esta € uma
espécie com maior variancia genética entre individuos do que entre populacées (SILVA, 2019;
STEDILLE, 2020), podendo indicar diferentes capacidades de enraizamento dentro de uma
mesma populacéo.

Portanto, o resgate é uma atividade crucial para 0 melhoramento de I. paraguariensis,
sendo necessario garantir a sobrevivéncia das plantas méae utilizadas bem como a produgéo
brotacdes epicormicas de maior vigor. Desta forma, o objetivo deste capitulo foi avaliar a
producdo de brotacdes epicormicas de galhos destacados de duas populagdes em funcao de seu
diametro, e para uma populacdo o seu diametro associado ao seu sentido de armazenamento.
Por fim, testar o enraizamento de estacas oriundas de brotacdes epicormicas dos galhos em

relacdo a brotacGes da copa de uma populacéo.

7.4  MATERIAIS E METODOS

Para analise estatistica da brotacdo epicdrmica de galhos destacados, foi realizada
analise de regressdo das variaveis dependentes em todos 0s experimentos, sendo: sobrevivéncia
(%); galhos com brota¢des epicdrmicas (%), niUmero de brotacdes e comprimento de brotacfes
(cm). Para tanto, foram utilizados os modelos lineares ou quadraticos, ajustados em funcao do
valor de R? ajustado:

Linear:Y = flx+ p0+e
Quadratica:Y = f2x?> + Blx+ p0 +e

Em que: Y — variavel dependente; 50, 51 e 2 — varidveis independentes; x — nivel das variaveis

independentes, e; e — erro.
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7.4.1 Brotacdo epicormica de galhos destacados de duas populagfes de acordo com seu

diametro

Pelos mesmos motivos explanados no capitulo 111, para elaboracdo deste experimento
foram utilizados somente galhos destacados das populacGes de Trés Barras (TB) e Urupema
(UR), oriundos do verdo de 2020. Foram utilizados os mesmos procedimentos presentes nas
metodologias comuns para os galhos, sendo estes avaliados a cada sete dias em funcéo de seu
diametro (finos — entre 10 e 20 mm; grossos — maiores do que 20 mm a um méaximo de 60 mm;
descritos no item 3.2.3 deste trabalho).

Este experimento de brotacdo epicdrmica de galhos destacados foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Esta analise foi composta de oito observacdes,
considerando as variaveis independentes de: populacdo (TB e UR), diametro (finos e grossos),
e didmetro dentro de populacdo. Foram utilizados 16 galhos para cada didmetro dentro de cada

populagédo, compondo quatro repeti¢cdes de quatro galhos cada.

7.4.2 Brotacdo epicormica de galhos destacados de acordo com seu diametro e sentido

de armazenamento

Assim como o item anterior, os galhos destacados utilizados neste experimento foram
provenientes do verdo de 2020, mas utilizando somente a populacdo de TB, visto uma
guantidade remanescente de material vegetal. Este experimento seguiu mesmo procedimento
das metodologias comuns, considerando os galhos quanto ao seu diametro (finos e grossos) e
no seu sentido de armazenamento (vertical e horizontal). A avaliacdo das brotacfes epicormicas
produzidas ocorreu a cada 15 dias.

Este experimento de brotacdo epicdérmica de galhos destacados foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Esta analise foi composta de sete observacdes,
considerando as variaveis independentes de: o sentido de armazenamento dos galhos (vertical
e horizontal), o diametro (finos e grossos), e o diametro dentro de cada sentido. Foram utilizados
9 galhos para cada diametro dentro de cada sentido, compondo trés repeticdes de trés galhos

cada.
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7.4.3 Estaquia de brotacdes epicormicas obtidas de galhos destacados

Para montagem deste experimento, foram utilizadas brotac6es epicormicas produzidas
pelos galhos destacados, oriundos do primeiro experimento de brotacdo de galhos em funcéo
do diametro (Ga2 — experimento nédo apresentado neste trabalho, Figura 3), e brotacdes de copa
do verdo de 2020, mesma origem do capitulo I1l. Entretanto, devido a quantidade de brotacGes
dos galhos ser insuficiente para a populacdo de UR, foram utilizados somente material da
populacédo de TB.

O material foi armazenado nos ambientes de enraizamento | (estufim do Viveiro
Florestal da UDESC) e Il (CNVI — casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente de uma
empresa florestal da regido, situada em Otacilio Costa, SC), permanecendo por 90 dias logo
apos sua coleta em cada um destes, seguido de avaliacdo final. As estacas foram postas para
enraizar em tubetes (110 cm®) utilizando o substrato 1. O substrato era composto de uma
mistura de turfa, vermiculita, residuo organico classe “A” e calcario (densidade: 130 kg m).

Este experimento de estaquia foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), avaliando as duas origens das brotacdes (da copa e epicormica). Para tanto, foram

utilizadas oito repeti¢des de 12 estacas para cada tratamento.

7.5 RESULTADOS

7.5.1 Brotacdo epicormica de galhos destacados de duas populacdes de acordo com seu

diametro

Para os periodos avaliados, a sobrevivéncia dos galhos destacados (Figura 9) variou
pouco em relacdo as populacdes e diametros. Esta porcentagem variou semelhantemente entre
as duas populagdes, em que a mortalidade dos galhos apenas foi presente para a avaliacao final,
permanecendo entre 60% e 75%. Apenas a populacdo de Trés Barras (TB) apresentou maior
diferenca entre galhos grossos e finos, ocorrendo apenas na avaliacdo de 70 dias.

A presenca de brotacdes epicormicas dos galhos variou em funcdo do didmetro e deste
dentro das populagdes, mas com desenvolvimento semelhante entre as populagdes (Figuras 10
e 11). Urupema (UR) apresentou uma brotacao inicial mais lenta (44,4%) do que TB (63,9%).
Entretanto, a brotacdo aumentou em funcgéo dos dias, com destaque para os galhos grossos de
TB, apresentando seu maximo apds 56 dias (100%), e para os galhos finos de UR, com seu

maximo logo aos 35 dias (100%).
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Figura 9 — Sobrevivéncia (%) de galhos destacados de duas populagdes de I. paraguariensis

(a), dois diametros (b), dois diametros para a populacdo de TB (c) e dois didmetros para a
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Eixo Y: sobrevivéncia (%); Eixo X: avalia¢des (dias); Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; G — galhos
grossos (maiores do que 20 mm a um méximo de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada
pelo autor (2022).

Figura 10 — Brotacdo (%) de galhos destacados de duas populagdes de 1. paraguariensis (a),

dois diametros (b), dois didametros para a populacédo de TB (c) e dois diametros para a
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Eixo Y: brotacdo (%); Eixo X: avalia¢Ges (dias); Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; G — galhos grossos
(maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo

autor (2022).
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Figura 11 — Inicio da brotacdo de galhos destacados grossos de |. paraguariensis da

populacéo de TB

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O numero de brotagdes variou em cada uma das relagoes testadas (Figura 12). Entre as

populacdes, TB apresentou cerca de dez brotacdes a mais de forma constante em relagédo a UR.

Os galhos grossos de TB brotaram mais em relacéo aos finos em todas avaliacbes, com média

maxima préxima a 40 brotos aos 42 dias. Entretanto, UR apresentou o inverso, em que os finos

apresentaram maior nimero de brotos, com cerca de 24 aos 35 dias.

Figura 12 — Numero de brotacGes de galhos destacados de duas populaces de I.

paraguariensis (a), dois diametros (b), dois didmetros para a populagédo de TB (c) e dois

didmetros para a populagéo de UR (d)
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Eixo Y: nimero de brotagdes; Eixo X: avaliacdes (dias); Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; G — galhos
grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada
pelo autor (2022).
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O comprimento das brotagOes produzidas variou principalmente entre os didmetros e
em funcédo da populacdo de TB, mas pouco entre populacdes e a populacdo de UR (Figura 13).
Considerando as duas populacées, o desenvolvimento foi similar até os 49 dias (1,6 cm), sendo
que apos este periodo houve uma estabilizacdo no comprimento de UR até a avaliacéo final (2,0
cm), enquanto TB permaneceu a desenvolver suas brotagdes, atingindo seu valor maximo na
avaliacdo final (3,2 cm). Isto é facilmente visualizado para os galhos grossos de TB, em que
sua superioridade aos galhos finos ocorreu a partir dos 35 dias, com média maxima aos 70 dias
(5,7 cm).

Figura 13 — Comprimento de brotacfes (cm) de galhos destacados de duas populacées de I.
paraguariensis (a), dois diametros (b), dois diametros para a populagdo de TB (c) e dois

didmetros para a populacdo de UR (d)
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Eixo Y: comprimento de brotacfes (cm); Eixo X: avaliagdes (dias); Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; G
— galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).

Em relacéo a classificagdo das brotagdes epicormicas produzidas pelos galhos, foram
observadas consideraveis diferencas entre as didmetros e populagdes. Para TB (Figura 14), a
quantidade de brotos observadas foi semelhante para os galhos grossos entre os 28 dias e 70
dias (entre 296 e 330), com a presenca de brotacfes maiores do que 4 cm aos 35 dias (2,7%), e
seu valor maximo ocorrendo ainda na Gltima avalia¢do (62,7%). Para os galhos finos houve
uma diminuicgdo gradativas no nimero de brotacdes apos os 35 dias (131) a até os 70 dias (29),
mas estas remanescentes continuaram a desenvolver, com aproximadamente trés brotacoes

(10,7%) maiores do que 4 cm para este mesmo periodo.
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Figura 14 — Classificacao das brotagdes epicormicas de galhos destacados de I.
paraguariensis da populagéo de TB de acordo com seu diametro em maiores do que 4 cm,

entre 4 cm e 2 cm, e menores do que 2 cm
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Eixo X: avaliagdes (dias); Sendo: TB — Trés Barras; G — galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de
60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Para a populacao de UR (Figura 15), 0 méximo de brota¢Ges produzidas foi menor (219)
e ocorrendo para os galhos finos aos 35 dias. De forma geral, os galhos finos desta populagéo
apresentaram cerca do dobro de brotos em relacdo aos grossos. Sobre a classificacdo, 0s
resultados foram proximos entre os diametros, mas em que os galhos grossos obtiveram maiores
quantidades de brotos maiores do que 4 cm logo ap6s os 42 dias (12,4%). Para os galhos finos,

estes apresentaram brotos nesta mesma classificagédo somente aos 42 dias (3,0%).

Figura 15 — Classificacdo das brotacdes epicormicas de galhos destacados de |I.
paraguariensis da populacdo de UR de acordo com seu diametro em maiores do que 4 cm,

entre 4 cm e 2 cm, e menores do que 2 cm
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Eixo X: avaliagdes (dias); Sendo: UR — Urupema; G — galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de
60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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7.5.2 Brotacdo epicérmica de galhos destacados de acordo com seu diametro e sentido

de armazenamento

A sobrevivéncia dos galhos destacados variou de acordo com o sentido utilizado, mas

pouco em fungédo do didmetro (Figura 16). Para o sentido, a porcentagem de sobrevivéncia dos

verticais foi menor em ao menos 30 dias em relagcdo aos horizontais, estes que apresentaram

galhos vivos ainda durante os 120 dias. Isto se repetiu para as demais avaliacdes.

Figura 16 — Sobrevivéncia (%) de galhos destacados de I. paraguariensis de acordo com o0

sentido de armazenamento (a), dois didmetros (b), dois didmetros para galhos mantidos

verticalmente (c) e dois didmetros para galhos mantidos horizontalmente (d)
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Eixo Y: sobrevivéncia (%); Eixo X: avaliacdes (dias); Sendo: D — galhos dispostos horizontalmente; P — galhos
dispostos verticalmente; G — galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos
(entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Embora a sobrevivéncia tenha sido relativamente semelhante dentro dos diametros, isto

ndo ocorreu de mesma forma para a presenga de brotac6es epicormicas (Figura 17). De forma

geral, os galhos mantidos verticalmente apresentaram maior brotacdo (63,9%), mas por um

menor periodo de tempo em relag@o aos horizontais, 0s quais apresentaram sua maior brotacao

entre os 45 dias e 60 dias (41,7%), mas que se mantiveram com brota¢Ges presentes até a

avaliacdo final (19,4%). De maneira semelhante entre os sentidos, os galhos finos apresentaram

uma brotacg&o inicial mais rapida, mas sendo ultrapassados pelos galhos grossos no decorrer das

avaliagdes.
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Figura 17 — Brotacdo (%) de galhos destacados de I. paraguariensis de acordo com o sentido
de armazenamento (a), dois diametros (b), dois diametros para galhos mantidos verticalmente

(c) e dois diametros para galhos mantidos horizontalmente (d)
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Eixo Y: brotacéo (%); Eixo X: avalia¢Ges (dias); Sendo: D — galhos dispostos horizontalmente; P — galhos
dispostos verticalmente; G — galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos
(entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O numero de brotos produzidos variou em relacdo ao sentido de armazenamento e 0s
didametros, mas pouco para os galhos mantidos verticalmente (Figura 18). Entre os dois sentidos,
a maior produtividade de brotagcdes ocorreu para os galhos verticais, com seu nimero maximo
ocorrendo entre os 45 dias e 60 dias (ambos 4,5), sendo proximo em relacdo aos galhos
horizontais aos 45 dias (4,2), 0s quais se mantiveram produtivos até os 120 dias (1,2). Para 0s
galhos verticais, os resultados seguiram tendéncias semelhantes para ambos os didmetros, com
média proxima a 5 brotacdes entre 0s 45 e 60 dias. J& para os galhos mantidos horizontalmente,
os finos apresentaram aproximadamente 4 brotos a mais do que 0s grossos logo aos 45 dias,
mas decaindo em seguida.

Quanto ao comprimento de brotagdes, os resultados observados foram muito diferentes
entre as categorias analisadas (Figura 19). De forma geral, os galhos armazenados verticalmente
foram muito inferiores em comprimento de brota¢des, mas sendo maiores entre os 30 dias (0,3
cm) e 45 dias (0,6 cm), enquanto os galhos mantidos horizontalmente apresentaram menores
comprimentos inicialmente, mas sendo maiores na avaliacao final (1,2 cm). Isto estd melhor
evidenciado para os galhos horizontais, principalmente 0s grossos, que mesmo apresentando
brotacdes de curto comprimento de forma inicial, estes atingiram até 1,6 cm de médias aos 120

dias.
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Figura 18 — Numero de brotagdes de galhos destacados de I. paraguariensis de acordo com o

sentido de armazenamento (a), dois didmetros (b), dois didmetros para galhos mantidos

verticalmente (c) e dois didmetros para galhos mantidos horizontalmente (d)
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Eixo Y: nimero de brota¢des; Eixo X: avaliagdes (dias); Sendo: D — galhos dispostos horizontalmente; P —
galhos dispostos verticalmente; G — galhos grossos (maiores do que 20 mm a um méaximo de 60 mm); F — galhos
finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Figura 19 — Comprimento de brotac6es (cm) de galhos destacados de I. paraguariensis de

acordo com o sentido de armazenamento (a), dois didmetros (b), dois didmetros para galhos

mantidos verticalmente (c) e dois didmetros para galhos mantidos horizontalmente (d)
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Eixo Y: comprimento de brotacdes (cm); Eixo X: avaliac@es (dias); Sendo: D — galhos dispostos
horizontalmente; P — galhos dispostos verticalmente; G — galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo
de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte: Elaborada pelo autor (2022).



118

Os galhos armazenados verticalmente (Figura 20) apresentaram classificacGes inferiores
em relagdo aos galhos mantidos horizontalmente (Figura 21). O nimero méaximo de brotacdes
produzidas foi semelhante entre os diametros dos galhos mantidos verticalmente (entre 40 e
41), mas somente os galhos grossos apresentaram porcentagens de brotos com comprimento
entre 2 cm e 4 cm, nas avaliagcOes de 45 dias (11,9%) e 60 dias (12,5%).

Figura 20 — Classificacdo das brotacdes epicormicas de galhos destacados de I.
paraguariensis mantidos verticalmente de acordo com seu diametro em maiores do que 4 cm,

entre 4 cm e 2 cm, e menores do que 2 cm
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Eixo X: avaliacGes (dias); Sendo: D — galhos dispostos horizontalmente; P — galhos dispostos verticalmente; G —
galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).

Figura 21 — Classificacao das brotacdes epicormicas de galhos destacados de I.
paraguariensis mantidos horizontalmente de acordo com seu diametro em maiores do que 4

cm, entre 4 cm e 2 cm, e menores do que 2 cm
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Eixo X: avalia¢Ges (dias); Sendo: D — galhos dispostos horizontalmente; P — galhos dispostos verticalmente; G —
galhos grossos (maiores do que 20 mm a um maximo de 60 mm); F — galhos finos (entre 10 e 20 mm). Fonte:
Elaborada pelo autor (2022).
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Levando em consideracdo os galhos mantidos horizontalmente, o nimero méximo de
brotagdes ocorreu aos 45 dias para os galhos finos (56) com sua reducdo gradual, enquanto os
galhos grossos mantiveram um nimero médio de brotacdes (16,5 — entre 14 e 19) no decorrer
das avaliagdes. Entretanto, os galhos finos apresentaram brotacGes de tamanho maior do que 4
cm logo aos 45 dias (3,6%), aumentando e diminuindo consecutivamente, mas chegando a 20%
na avaliagdo final. Embora as primeiras brotacdes de tamanho igual ou maior do que 4 cm
tenham sido detectadas mais tardiamente para os galhos grossos, estas ja obtinham valores
maiores do que 10% aos 60 dias (11,1%).

7.5.3 Estaquia de brotac@es epicormicas obtidas de galhos destacados

Das variaveis analisadas, a sobrevivéncia, formacao de calos e novas brotaces foram
significativas, todas com AE% considerada muito alta (> 90%) (ANEXO H). Entretanto, as
variaveis de enraizamento, nimero de raizes e permanéncia das folhas originais ndo foram
significativas.

Considerando as variaveis significativas, a sobrevivéncia variou em funcéo da origem.
O material da copa apresentou aproximadamente uma vez e meia mais estacas sobreviventes

(72,9%) do que as epicormicas produzidas por galhos destacados (45,8%) (Tabela 20).

Tabela 20 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéo de calos (%), enraizamento (%), nimero
de raizes, brotacdo (%) e permanéncia das folhas originais (%) de estacas de brotacGes de

copa de brotacdes epicormicas obtidas de galhos destacados de I. paraguariensis

Sobrevivéncia Calos Enraizamento  N° de raizes Brotagéo Folha original
Origem (CV% =70 (CV%=189) (CV%=474) (CV%=94,6) (CV%=51,6) (CV%=35,0)

% Qt. %
Copa 72,9 a* 6564 36,5 1,8 385a 58,3
Epic. 45,8 11,5b 34,4 1,4 9,4b 42,7
Média 59,4 38,5 35,4 1,6 24,0 50,5

Meédias seguidas de mesmas ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott & 5% de
probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Entretanto, o material de copa apresentou calos quase em sua totalidade de estacas vivas
(65,6%), com uma diferenca inferior a 10%. Ja o material epicormico apresentou uma diferenca

maior do que 30% para esta relagdo (11,5%).
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Para a presenca de novas brotagdes, o material de copa apresentou aproximadamente
40% das estacas com sua presenca, sendo esta a maior média (38,5%). Neste quesito, a fonte
epicormica apresentou até quatro vezes menos brotacdes (9,4%).

Para as variaveis ndo significativas, o enraizamento foi semelhante entre o material de
copa (36,5%) e epicormica (34,4%), com médias proximas a 35%. O mesmo ocorreu para 0
namero médio de raizes (1,6) e a permanéncia da folha original (50,5%).

7.6  DISCUSSAO

7.6.1 Brotacdo epicormica de galhos destacados

A sobrevivéncia dos galhos seguiu um padrao esperado para a espécie, sendo a principal
resposta atrelada ao sentido de armazenamento e pouco relacionado a populagéo de origem e 0
diametro. Em trabalho semelhante com I. paraguariensis, Wendling et al. (2013) observaram
que apas cerca de 70 dias do estabelecimento dos galhos na posicao vertical no novo ambiente,
estes deixaram de produzir brotacdes de forma eficiente. O mesmao foi observado para os galhos
deste trabalho armazenados neste mesmo sentido, ocorrendo uma diminuicéo seguida de uma
oxidacgéo das brotacGes ainda presentes entre 50 e 60 dias. Isto pode ter ocorrido em fungéo do
esgotamento das reservas energéticas dos galhos, associado ao ambiente de armazenamento, 0
qual apresenta temperaturas e umidades altas, acelerando este processo (XAVIER et al., 2013).

Entretanto, quando foram armazenados horizontalmente, sua vida Gtil foi prolongada,
restando alguns individuos ainda fisiologicamente ativos apds os 120 de avaliagdo. De acordo
com Nascimento et al. (2018), os galhos de I. paraguariensis da populagdo de Urupema (UR),
guando dispostos horizontalmente, podem permanecer ativos por aproximadamente 300 dias,
guando obtidos no final do inverno. Isto ndo foi detectado no presente trabalho para os galhos
mantidos neste mesmo sentido, possivelmente em funcdo das populagdes e épocas diferentes.
No trabalho citado, foi utilizado material da populacéo de UR, sendo uma regido conhecida por
ter baixas temperaturas ao longo do ano, possuindo espécie adaptadas para tanto, o que pode
sugerir uma atividade fisiolégica mais lenta em relagdo a populacao de Trés Barras (TB). Ainda,
para ambos os experimentos do presente trabalho, a coleta de material ocorreu durante a
primavera e inicio do verdo, ajudando a justificar estas diferencas de vida util.

Em relacéo a brotacdo, todos os tratamentos apresentaram brotos de forma inicial lenta,
mas ocorrendo em ao menos 80% dos galhos verticais para as duas populac¢des avaliadas e 40%

para a relacdo entre sentidos e didmetros da populacao de TB. Mais evidentemente no primeiro
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experimento, maiores diferengas foram obtidas entre os diametros de forma geral, em que 0s
galhos finos apresentaram brotos mais rapidamente, com reducdo apds as avaliagfes seguintes,
ocorrendo o inverso para os galhos grossos. Ao se testar a técnica de anelamento completo em
diferentes alturas em |. paraguariensis, Nascimento et al. (2019b) observaram que a maior
altura favoreceu a brotagao, ultrapassando 50%. E possivel que isto tenha ocorrido em razio da
disposicao das gemas presentes, em que materiais obtidos em maiores alturas, podem possuir
gemas mais proximas aos meristemas, facilitando o desenvolvimento destas (HARTMANN et
al., 2011; STUEPP et al., 2016). Considerando que neste trabalho os galhos grossos foram
normalmente obtidos de regides mais préximas do critério minimo estipulado para obtengédo
(1,3 m) e os finos de regiBes mais apicais, é possivel afirmar que esta relagdo seja verdadeira
para ambos 0s experimentos em funcdo dos diametros.

Levando em consideracdo o sentido de armazenamento dos galhos em um aspecto geral,
a brotacdo foi mais rapida nos galhos mantidos verticalmente do que nos galhos mantidos
horizontalmente. Em um trabalho semelhante elaborado por Nascimento et al. (2018), a
brotacdo epicérmica de galhos destacados mantidos horizontalmente da populacdo de UR foi
de aproximadamente 45%, corroborando com os resultados obtidos para os galhos em mesmo
sentido no presente trabalho. O start de desenvolvimento das gemas é dependente de um
desbalanco entre hormonios, principalmente pelo acimulo de citocininas (HARTMANN et al.,
2011). Todavia, ainda é necessario que ocorra um rearranjo no sentido e dire¢do desta classe
hormonal para que haja seu total funcionamento quando ha alteracdo do sentido natural (TAIZ
e ZEIGER, 2009). Desta forma, entende-se que os galhos armazenados verticalmente possuem
uma facilidade no desenvolvimento das gemas dormentes, enquanto que para os horizontais é
necessaria uma movimentacdo das citocininas, podendo levar mais tempo para se desenvolver,
auxiliando na justificativa dos resultados do presente trabalho.

O numero de brotacdes produzidas foi significativo em todos os tratamentos avaliados.
Primeiramente em funcdo do primeiro experimento, as populacdes de TB e UR apresentaram
curvas semelhantes, mas com numeros diferentes de forma proporcional, podendo novamente
ser justificado pela sua origem, principalmente pela menor atividade fisioldgica do material de
UR. Entretanto, os galhos finos desta populacdo foram muito superiores no nimero de brotos
ao0s grossos e inclusive em comparacio aos finos de TB. E possivel que o desenvolvimento
mais lento de I. paraguariensis em UR promova um maior acimulo de gemas mesmo em galhos
mais finos, tendo sua inducdo mais facilmente realizada. De acordo com experimento realizado
por Wendling et al. (2013), com 50 dias de avalia¢do, os galhos destacados desta espécie podem

produzir mais de 10 brotacGes. Os resultados obtidos no presente trabalho foram semelhantes
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em proporcdo ao trabalho citado, mas foram mais representativos, possivelmente devido a
maior quantidade de galhos utilizados como repeti¢6es, podendo chegar a quase 40 aos 42 dias.

Para o sentido de armazenamento dos galhos, uma resposta semelhante pode ser
constatada em relacdo ao didametro. Quando armazenados horizontalmente, os galhos grossos
produziram brotagdes mais lentamente, enquanto os finos apresentaram valores maximos logo
aos 45 dias. De acordo com Nascimento et al. (2018), os galhos de menor diametro produzem
mais brotos em média do que os de maior diametro de maneira continua em todas as avaliagdes
realizadas, quando armazenados de forma horizontal. Isto ndo foi observado neste trabalho, em
que os galhos finos produziram uma maior quantidade de brotos mais rapidamente, mas que
igualmente diminuiu logo apds este aumento.

O comprimento das brotacdes em ambos 0s experimentos realizados variou em todos 0s
tratamentos. Avaliando populagfes e diametros no primeiro experimento, é possivel observar
que houve uma variacdo entre os galhos grossos e finos em funcdo do tempo, principalmente
para a populacdo de TB, enquanto o mesmo ndo foi detectado para UR. Além do efeito de
origem, é possivel que os galhos de TB também tenham apresentado maiores reservas, 0 que
possibilitou um desenvolvimento continuo de suas brotacGes. Quando armazenados em sentido
vertical, Wendling et al. (2013) observaram apenas brotos menores do que 4 cm entre 30 e 38
dias, em que tamanhos maiores foram detectados somente ap6s 50. No presente trabalho, estes
dados foram semelhantes para a populacdo de TB, mas mais tardiamente, uma vez que somente
entre 55 e 63 dias que estas brotacdes apresentaram médias parecidas ou maiores do que 4 cm.
Em proporcdes menores, 0 mesmo foi observado para o segundo experimento, em que os galhos
grossos mantidos horizontalmente apresentaram uma continuidade no desenvolvimento das
brotacfes mesmo ap6s a avaliagdo de 120 dias.

A partir da classificacdo das brotacbes em funcdo de seu comprimento e nimero
maximo, é possivel observar os dados de maneira mais eficiente. Para o primeiro experimento,
destaca-se os galhos grossos de TB, os quais mantiveram um grande nimero de brotacGes
continuando a se desenvolver até a avaliacdo final. O mesmo ocorreu de forma semelhante para
os galhos grossos de UR, mas em propor¢do e nUmero maximo muito menores, enquanto 0s
galhos finos de ambas as populag¢Ges apresentaram uma redugdo no seu nUmero maximo, mas
ainda foram capazes de manter brotagdes se desenvolvendo. Wendling et al. (2013) observaram
que as brotacGes passaram a possuir tamanhos maiores do que 4 cm apdés 50 dias de avaliagéo,
sendo a partir de entdo disponiveis para a estaquia. Esta constatacdo confirma com os dados

obtidos neste trabalho, principalmente com os galhos grossos de TB, o0s quais apresentaram
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grande produtividade de brota¢Ges (273) maiores do que 4 cm (62,7%) aos 70 dias, sendo
capazes de fornecer uma grande quantidade de material para propagagao vegetativa.

Uma relacdo préxima a anterior foi obtida para o segundo experimento, principalmente
para os galhos mantidos horizontalmente, em que para 0s grossos houve um menor ndmero
maximo, mas que ao final das avaliacbes contemplavam mais do que 60% das brotagdes
maiores do que 4 cm, enquanto os finos obtiveram um elevado ndmero inicial de brotacdes,
mas seguida de drastica reducdo em funcdo do tempo. Nascimento et al. (2018) afirmam que
galhos destacados da populacdo de UR ndo sdo eficientes no desenvolvimento destas em
comprimento, mesmo obtendo grandes gquantidades. De acordo com os autores do trabalho
citado, a brotacéo de galhos apresentou tamanhos variando entre 0,5 cm e 0,9 cm em diferentes
avaliacdes, fazendo com que este material ndo possua uma utilidade imediata, diferentemente
do obtido no presente trabalho.

E importante destacar que os galhos foram coletados de diferentes individuos dentro de
cada uma das populagdes, em que uma variacdo de resultados pode ter ocorrido em funcéo de
diferentes genotipos. Em Paratecoma peroba (Record) Kuhlm., Silva et al. (2021) observaram
gue o numero de brotacbes dos galhos destacados variou em fungdo da planta mée, com
resultados variando de cerca de 6 brotos a mais de 20. Entretanto, como foram utilizadas
grandes quantidades de galhos de diversas plantas mae, é provavel que esta variacao esteja mais
relacionada ao formato do galho em si, principalmente para os grossos. Para estes, muito do
material coletado era consideravelmente tortuoso e com presenca de diversos nds, o que pode
justificar uma maior quantidade de gemas dormentes.

De fato, trata-se de uma técnica de facil aplicacdo e com resultados muito positivos para
a obtencdo de brotac6es epicérmicas (HARTMANN et al., 2011), com um grande nidmero de
brotos produzidos em um curto espaco de tempo e de facil obtencdo para I. paraguariensis.
Todavia, ainda podem ser estudadas a fundo em pesquisas futuras sua capacidade de producéo
de acordo com algumas caracteristicas principais, tais como outras populagdes da espécie e seus
gendtipos, seu volume, grau de tortuosidade, época de coleta, altura de coleta na planta mae, o

sentido de armazenamento e as condi¢fes climaticas do ambiente de acondicionamento.
7.6.2 Estaquia de brotagdes epicormicas obtidas de galhos destacados
A porcentagem de sobrevivéncia das estacas para o material de copa ultrapassou 70%

enquanto para as brotacGes epicormicas foi aproximadamente 25% menor, corroborando com
dados de outros trabalhos com 1. paraguariensis (STUEPP et al., 2013; NASCIMENTO et al.,
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2018, 2020). Stuepp et al. (2015, 2017b) afirmam que plantas mée que passaram por alguma
técnica de revigoramento apresentam uma maior porcentagem de sobrevivéncia de seus
propagulos, uma vez que estes possuem maior vigor vegetativo. O contrério foi obtido para 0s
resultados do presente trabalho, em que a sobrevivéncia foi menor para os propagulos de origem
epicormica.

Uma das possiveis causas desta menor sobrevivéncia talvez tenha sido a propria
caracteristica do material epicérmico, o qual muito deste aparentava ser pouco lignificado. Esta
fragilidade talvez tenha ocorrido a partir da associacao entre dois fatores, sendo o préprio galho
destacado utilizado para producdo das brotacdes epicormicas e as condi¢Bes climéaticas do
ambiente de acondicionamento. Os galhos, por terem sido destacados das plantas mée e estarem
ainda fisiologicamente ativos, obtiveram como funcdo Unica o desenvolvimento de suas gemas
como estratégia de sobrevivéncia, ocasionada pela maior concentracdo de citocininas apés a
degradacdo mais rapida das auxinas. O ambiente de acondicionamento possuia caracteristicas
de temperatura e umidade sempre ideais para o seu desenvolvimento (XAVIER et al., 2013),
fazendo com que estes brotos crescessem de forma acelerada e assim ndo sendo capazes de
tolerar por muito tempo o desligamento com o galho de origem.

A calogénese nas estacas de origem epicérmica foi muito inferior em relacdo ao material
de copa, algo que é esperado para um material com maior vigor (WENDLING et al., 2014b;
STUEPP et al., 2017a). Entretanto, o local de origem do material vegetal aparenta influenciar
na formacédo de calos para os dois tipos de brotos, em que Nascimento et al. (2018) determinam
que, embora de carater revigorado, as estacas provenientes de brotacdes epicdrmicas
apresentaram valores estatisticamente iguais para os de copa. Isto ndo ocorreu para as estacas
do presente trabalho, em que o material utilizado no trabalho citado teve origem na populagéo
de UR e foi originado de brotacGes epicdrmicas oriundas das técnicas de anelamento e semi-
anelamento. Desta forma, € necessario considerar que o ambiente em que os galhos foram
acondicionados tenha favorecido este aspecto em relacdo ao material produzido no campo,
sujeito as condi¢Oes ambientais adversas, e um possivel aumento da maturagéo.

A presenca de calos é um fator importante a ser observados nas técnicas de propagacao
vegetativa, visto que sua presenca € um indicativo da atividade de diferenciacao celular, embora
nédo ocorrendo de forma eficiente, mas indicando a possibilidade de o enraizamento acontecer
(HARTMANN et al., 2011). Considerando que os niveis de auxinas podem ser diferentes de
acordo com as caracteristicas do material vegetal utilizado (TAIZ e ZEIGER, 2009), é possivel
gue este hormdnio ndo tenha sido presente em quantidades suficientes para determinar o tipo

de tecido a ser produzido, neste caso, as raizes. Ainda, por estar diretamente relacionado ao
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vigor da planta, a presenca deste tecido indeterminado pode demonstrar um elevado grau de
maturidade (WENDLING et al., 2014b).

Embora o enraizamento nao tenha obtido diferenca estatistica entre os tratamentos, é
possivel que as estacas de material epicormico viessem a ser superiores, caso a sobrevivéncia
fosse mais elevada. As estacas de brotos epicormicos apresentaram ao menos 25% mais estacas
enraizadas do que as originadas de material de copa ao se considerar apenas o material ainda
vivo. Em |. paraguariensis, a formacdao de raizes ocorre de forma direta, ou seja, 0 enraizamento
é dificultado quando ha a presenca de calos (TARRAGO et al., 2005), mas ainda possivel
(STUEPP et al., 2017b), o que foi facilmente observado com os resultados deste trabalho.
Nascimento et al. (2018) destacam que estacas originadas de brotacdes de copa apresentam
enraizamento abaixo de 30%, enquanto o material revigorado pode chegar a quase 40%, com
porcentagens de sobrevivéncia semelhantes. Porém, de acordo com Nascimento et al. (2020),
estes resultados séo afetados pelo ambiente de enraizamento tal como o gendtipo utilizado, em
que o proprio material de copa pode atingir 50% de enraizamento. Embora os resultados deste
trabalho corroborem com os citados, demonstrando que a formacéo de raizes € possivel mesmo
fazendo uso de material ndo revigorado, este € melhorado a partir de brotacdes epicormicas,

podendo ser aprimorados se mantidos em ambientes sob melhores condicbes de enraizamento.

7.7 CONCLUSAO

A brotacdo epicormica de galhos destacados de I. paraguariensis se mostrou
influenciada por todos os fatores analisados, com as respostas sendo mais dependentes das
populagdes estudadas.

Quanto ao sentido de armazenamento, a maior brotacdo ocorreu para galhos destacados
posicionados verticalmente, enquanto o maior tempo de brotacdo foi obtida para os galhos
mantidos horizontalmente.

As brotacgdes epicormicas oriundas de galhos destacados se mostraram eficientes para o

enraizamento de estacas desta espécie.
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8 CAPITULO V - ESTABELECIMENTO IN VITRO DE llex paraguariensis SOB
DIFERENTES FONTES DE ILUMINACAO ARTIFICIAL

8.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar o estabelecimento in vitro de I. paraguariensis sob diferentes
LEDs a partir de trés experimentos especificos, sendo: 1) estabelecimento in vitro de uma
populacdo (Trés Barras — TB), utilizando material de copa; Il) estabelecimento de duas
populagdes (TB e Urupema — UR), utilizando de material de copa, e; estabelecimento de duas
populacdes (TB e UR) a partir do uso de material epicérmico proveniente de galhos destacados.
Em todos os experimentos foram utilizadas lampadas LED nas composic¢des: LED branco (420
nm); LED vermelho (660 nm); LED azul (460 nm), e; mistura de 50% LED vermelho (660 nm)
e 50% LED azul (460 nm). Apds 15 dias foram avaliadas: oxidagdo (%), contaminagdo por
bactérias (%) e contaminacdo por fungos (%). Independentemente dos experimentos ou
tratamentos aplicados, a oxidacdo foi elevada, podendo chegar a 100% para a populacdo de UR,
enguanto TB apresentou porcentagens até 20% menores. A contaminacgéo por bactérias variou
entre 40% e 50% em todos os experimentos, com resultados podendo chegar a abaixo de 30%
para a populacdo de TB. Fungos foram presentes em todos os experimentos e em todas as
amostras, com médias gerais sempre acima de 75% de contaminagdo. A elevada oxidacéo e a
contaminacdo por fungos pode ser explicada pelo uso de material maduro, mesmo para as
brotacdes epicdrmicas, visto que estas levaram 150 dias para atingir tamanhos necessarios.
Todavia, a maior possibilidade destes resultados ocorreu em fungdo da presenca de
contaminantes enddgenos. Foi detectado um potencial de uso de LED azul e a mistura entre
vermelho e azul na descontaminacdo bacteriana. Novos experimentos sdo necessarios para
determinar a real interacdo entre diferentes fontes luminosas e a estabelecimento in vitro de

espécies arboreas.

Palavras-chave: LED; Propagacéo vegetativa; Contaminacdo; Erva-mate.

8.2 ABSTRACT

The objective of this work was to test the in vitro establishment of |. paraguariensis under

different LEDs from three specific experiments, being: I) in vitro establishment of a population

(Trés Barras — TB), using canopy material; Il) establishment of two populations (TB and



127

Urupema — UR), using canopy material, and; establishment of two populations (TB and UR)
using epicormic material from detached branches. In all experiments LED lamps were used in
the following compositions: white LED (420 nm); red LED (660 nm); blue LED (460nm), and;
mixture of 50% red LED (660 nm) and 50% blue LED (460 nm). After 15 days, the following
were evaluated: oxidation (%), bacterial contamination (%) and fungal contamination (%).
Regardless of the experiments or treatments applied, oxidation was high, reaching 100% for the
UR population, while TB presented percentages up to 20% lower. Bacterial contamination
varied between 40% and 50% in all experiments, with results reaching below 30% for the TB
population. Fungi were present in all experiments and in all samples, with general averages
always above 75% of contamination. The high oxidation and fungal contamination can be
explained by the use of mature material, even for the epicormic sprouts, as they took 150 days
to reach the required sizes. However, the greatest possibility of these results was due to the
presence of endogenous contaminants. A potential use of blue LED and the mixture between
red and blue in bacterial decontamination was detected. New experiments are needed to
determine the real interaction between different light sources and the in vitro establishment of

tree species.

Keywords: LED; Vegetative propagation; Contamination; Yerba-mate.

8.3 INTRODUCAO

A selecdo natural trata-se de um processo evolutivo, permitindo que gen6tipos melhor
adaptados transmitam suas caracteristicas para geracdes futuras. Esta selecdo natural de
materiais melhor adaptados, embora diminua a variabilidade em um aspecto amplo, pode ser
ocasionada pela mutacdo ou pela migracdo, gerando nova variabilidade ou transmitindo genes
importantes, tornando espécies melhor adaptadas a possiveis perturbacdes ambientais (PAULS
et al., 2013; SCHABERG et al., 2013; KONZEN, 2014). Além disso, tratando-se de espécies
nativas com importante vinculo comercial, tal como é para llex paraguariensis Saint Hilaire
(Aquifoliaceae), estas adaptagdes podem resultar em materiais com caracteristicas superiores,
como incremento da produgdo de compostos secundarios desejados (cafeina e teobromina)
(WENDLING e BRONDANI, 2015).

Todavia, esta espécie, embora tendo suas folhas muito utilizadas como uma importante
materia-prima na elaboracdo de alimentos, medicamentos e cosméticos em nivel mundial
(CARDOZO JUNIOR e MORAND, 2016), tem apresentado sua producdo ameacada devido a
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sua exploragéo excessiva e pela fragmentacdo de seu ambiente natural, principalmente no Sul
do Brasil (ELIAS et al., 2016), podendo afetar a ocorréncia de plantas com caracteristicas
desejaveis.

A fim de garantir a manutencéo destas plantas e da produtividade de ervais nativos ou
comerciais, pode ser necessaria a introducdo de novos individuos que possuam estas mesmas
caracteristicas. Para tanto, podem ser utilizadas mudas produzidas a partir de sementes, as quais
podem garantir uma maior variacdo geneética, favorecendo a adaptacdo a futuras alteracfes
ambientais. Porém, as sementes de I. paraguariensis sdo conhecidas por apresentar diversas
dificuldades de germinagdo, como sementes vazias, predadas ou deterioradas por patdgenos
(OLIVEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2020), associado a suas dorméncias fisica, fisioldgica
e morfologica, sendo esta Ultima a mais dificultosa de superar, podendo levar semanas e até
meses para sua germinacdo (GALINDEZ et al., 2018; SOUZA et al., 2020). Como solucéo para
estes problemas, podem ser utilizadas técnicas de propagacdo vegetativa, sendo selecionados
somente gen6tipos com caracteristicas de interesse, podendo ser utilizados para enriquecer ou
até mesmo recompor areas pouco produtivas (WENDLING e BRONDANI, 2015).

Entretanto, tal como a propagacdo pela via seminal, a propagacdo vegetativa desta
espécie também apresenta desafios. Para a estaquia e miniestaquia, atualmente, o principal fator
esta baseado no grau de maturacdo da planta mae (WENDLING et al., 2014b; STUEPP et al.,
2017a; 2017b; NASCIMENTO et al., 2018), em que ha uma reducdo na capacidade de
diferenciacéo e divisao celular em materiais com idades ontogenéticas elevadas, caracterizando
uma diminuicdo na sua totipoténcia (HARTMANN et al., 2011). De mesma forma, podem
ocorrer diferencas na capacidade de enraizamento de acordo com 0s genoétipos utilizados
(PIMENTEL et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020; VIEIRA et al., 2021) e suas diferentes
populacdes, sendo a elevada variacdo no enraizamento algo corriqueiro nesta espécie. Desta
forma, por possuir elevado interesse econdémico e visando uma garantia na grande producéo de
individuos com caracteristicas superiores, a técnica de micropropagacao pode ser utilizada, em
que ha maior controle das variaveis que podem afetar o seu enraizamento (HARTMANN et al.,
2011).

Para rejuvenescer e propagar genoétipos de interesse, a micropropagacdo é uma técnica
ideal, sendo capaz de multiplicar em grandes quantidades os individuos selecionados em
pequenos espacos laboratoriais, acelerando o melhoramento e producdo de clones de espécies
florestais, embora ainda ndo haja protocolos eficientes para I. paraguariensis (DUTRA e
SILVA, 2009; OLIVEIRA et al., 2013). Em contrapartida, esta técnica pode ser dependente de

fatores semelhantes a estaquia e miniestaquia, como o grau de maturacéo das plantas mae dos
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propéagulos (SANSBERRO et al., 2000) e os diferentes genotipos utilizados (WENDLING e
BRODNANI, 2015).

Mas, o principal fator que afeta o sucesso do estabelecimento in vitro, o qual é uma das
etapas iniciais da micropropagacdo, sdo os tratamentos de descontaminagdo, comumente se
demonstrando ineficientes ou ocasionado a oxidagdo dos propagulos (DUTRA et al., 2008;
DUTRA e SILVA, 2009; MENEGUZZI et al., 2016). Ainda, ndo especificamente testada no
género llex, o uso de lampadas LED de diferentes frequéncias luminosas aparenta ser positivo
para a micropropagacao de outras espécies de vegetais em questdes de produtividade, tais como
Musa spp. (FACANHA et al., 2019), Oncidium baueri Lindl (CAMARGO et al., 2015) e para
hibridos como Fragaria x ananassa Duch. (ROCHA et al., 2010), ocorrendo um melhor
desenvolvimento vegetativo dos propagulos em relacdo a lampadas convencionais, como
fluorescentes. Entretanto, ndo ha estudos da utilizacdo de LEDs para a descontaminacdo de
explantes para a sua micropropagacao.

Desta forma, o objetivo deste capitulo foi testar o estabelecimento in vitro de duas
populacdes de I. paraguariensis sob diferentes comprimentos de ondas luminosas, utilizando

lampadas LED, e diferentes condi¢des de maturidade do material vegetal.

8.4  MATERIAIS E METODOS

Apds as coletas do material vegetal e seu devido processamento em explantes (item
3.2.5), estes foram conduzidos para o Laboratério de Propagacdo e Melhoramento Florestal
(LAPROMEF) da UDESC, como anteriormente citado nas metodologias comuns. A fonte do
material vegetal utilizado consta em cada experimento.

Para descontaminacdo, o material foi primeiramente lavado em agua corrente por cerca
de cinco minutos, seguida de imersédo em etanol (70%) por um minuto, sendo enxaguado com
agua destilada e autoclavada. Em seguida, o material foi submerso em solucao contendo 2% de
NaOCI por dez (item 8.4.1) ou quinze minutos (8.4.3), passando posteriormente por trés
enxagues com agua destilada autoclavada.

Como recipientes para os propagulos foram utilizados frascos de vidro (150 ml) com 30
ml de meio de cultura e tubos de ensaio (70 ml) com 15 ml de meio de cultura, tendo suas
extremidades seladas com papel aluminio. O meio utilizado foi 0 MS (MURASHIGE e
SCOOG, 1962) (1/1), sendo preparado a partir de solugdes estoque de macronutrientes,
micronutrientes, Fe.EDTA e misturas organicas, com acréscimo de 2% de sacarose e 6 g L™ de

agar, sendo o pH ajustado para 5,7, em metodologia descrita por Quisen e Angelo (2008). Apds
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a insercdo do meio nos recipientes, estes foram autoclavados por aproximadamente 20 minutos
a fim de eliminar quaisquer agentes contaminantes restantes.

Em seguida, os recipientes contendo os propagulos foram levados para sala de cultivo,
a qual era mantida sob temperatura de 24 £ 1 °C e iluminacao artificial por 16 horas. Neste
ambiente foram utilizados quatro tipos de lampadas LED, caracterizando os tratamentos:
Branca — 100% de lampada LED branco (420 nm); Vermelha — 100% lampada de LED
vermelho (660 nm); Azul — 100% de LED azul (460 nm), e; Azul/VVermelha — 50% lampada
LED vermelho (660 nm) e 50% LED azul (460 nm).

Ap6s 15 dias no ambiente de cultivo, os propéagulos foram avaliados quanto a: suas
porcentagens de oxidagdo (%), contaminacdo bacteriana (%) e contaminacdo fungica (%).
Foram considerados propagulos oxidados aqueles que apresentassem quaisquer indicios de
oxidacdo, principalmente a partir da alteracdo de sua coloracdo, de forma mais escura, em
quaisquer proporcdes. A contaminacgdo por bactérias foi considerada pela alteragdo na coloracéo
do meio, a partir de uma cor marrom escura, ou a partir de forma chata e circular junto a
superficie do meio. Para fungos, foram considerados meios contaminados aqueles que
apresentassem quaisquer tipos de filamentos ou leveduras sobre o meio ou o propagulo.

A porcentagem de oxidagdo foi avaliada diferentemente de acordo com o recipiente
utilizado. Para vidros, foram contados todos os propagulos com indicios de oxidacdo, ndo
importando o nivel de oxidacdo do proprio propéagulo, formando uma porcentagem por vidro.
Para tubos de ensaio foram considerados niveis, obtendo valores de 0 a 3 para cada propagulo,
em que: 0 — sem quaisquer indicios de oxidacdo; 1 — oxidacdo em 1/3 do propagulo; 2 —
oxidacdo em 2/3, e; 3 — propagulo completamente oxidado.

A contaminacdo por bactérias foi avaliada de mesma forma em ambos os recipientes
utilizados. Para tanto, foram determinados niveis de contaminacdo, obtendo valores de 0 a 3
para cada recipiente, sendo: 0 — sem quaisquer indicios de contaminacdo; 1 — contaminacao
parcial do meio, principalmente por uma leve alteracdo de sua coloragéo; 2 — alteragédo da cor
do meio de forma mais acentuada, normalmente em tom marrom escuro, e; 3 — meio
completamente escurecido, tendendo a uma coloragéo preta.

A contaminagéo por fungos foi avaliada de maneira diferente entre os recipientes. Para
os frascos, foi considerada a area em que o meio foi afetado, obtendo valores de 0 a 3, em que:
0 — sem quaisquer indicios de contaminacdo; 1 — até 1/3 do meio contaminado, afetando os
propagulos ou ndo; 2 — 2/3 do meio contaminado, €; 3 — meio completamente contaminado.
Para os tubos de ensaio, foi considerado a contaminacdo do meio e do propéagulo, também

obtendo valores de 0 a 3, sendo: 0 — sem quaisquer indicios de contaminagdo; 1 — meio
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contaminado, mas sem afetar o propagulo; 2 — meio contaminado com afetando parcialmente o

propagulo, e; 3 —meio e propagulo completamente contaminados.

8.4.1 Estabelecimento in vitro de uma populacéo sob diferentes lampadas LED

O material deste experimento foi obtido em setembro de 2020, sendo 0 mesmo material
utilizado para esta época nos experimentos do capitulo 111 (item 6.4.1), mas utilizando somente
a populacdo de Urupema (UR), visto uma maior disponibilidade do material vegetal, com
imersdo em NaOCI| por dez minutos. Este experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), utilizando somente material proveniente da populacéo de UR,
sendo utilizados ao todo sete vidros contendo trés propagulos para cada tratamento de lampada
LED.

8.4.2 Estabelecimento in vitro de duas populacées sob diferentes lampadas LED

Semelhantemente, o material deste experimento foi obtido em julho de 2021, sendo o
mesmo material utilizado para esta época nos experimentos do capitulo Il (item 6.4.1),
utilizando ambas as populagdes, sendo os propagulos imersos em NaOCI por dez minutos. Este
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 4x2, sendo o fator “A” as quatro lampadas e o fator “B” as duas populagdes. Foram
utilizadas cinco repeticbes de quatro tubos de ensaio contendo um propagulo para cada

tratamento de lampada LED e populacéo (Trés Barras — TB; e UR).

8.4.3 Estabelecimento in vitro de duas populac¢des sob diferentes lampadas LED a partir

de brotacdes epicdérmicas de galhos destacados

Para a producao das brotacdes epicormicas, galhos destacados foram coletados em julho
de 2021 nas populac¢des de TB e UR, sendo mantidos na posi¢édo vertical, sob mesmas etapas
descritas nas metodologias comuns. Aproximadamente cinco meses apds a coleta e o
estabelecimento dos galhos (novembro de 2021), suas brota¢6es foram tratadas com fungicida
(difenoconazol — 1,67%) por duas semanas em que a solucao diluida (10 ml de produto para 1
L de &gua) foi borrifada diariamente sobre as brotagdes, ao menos uma hora antes de ocorrer a
irrigacdo. Apos este periodo, as brotagdes foram coletadas com tesoura de poda e seccionadas

em explantes, sendo levadas ao LAPROMEF para descontaminacéo e estabelecimento in vitro.
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Excepcionalmente para este experimento, o tempo de utilizagcdo de NaOCI para desinfeccéo foi
prolongado, passando de dez minutos para 15 minutos.

Este experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 4x2, sendo o fator “A” as quatro lampadas e o fator “B” as duas populagdes.
Para tanto, foram utilizados ao todo oito frascos de vidros contendo cinco propagulos para cada

populagdo em cada tratamento.

8.5 RESULTADOS

8.5.1 Estabelecimento in vitro de uma populagéo sob diferentes lampadas LED

Houve interacdo significativa para as porcentagens de oxidacéo e presenca de fungos de
acordo com os tratamentos, ambas com AE% consideradas altas (entre 70% e 90%) (ANEXO
I). Somente a presenca de bactérias ndo apresentou ser significativa.

As porcentagens de oxidacdo variaram de acordo com o tipo de lampada utilizada, mas
apresentaram média geral acima de 70% (73,6%) (Tabela 21). As menores porcentagens foram
observadas para a lampada azul (56,9%) e azul/vermelha (70,1%). A lampada branca (90,3%)
apresentou a maior porcentagem, com aproximadamente apenas 10% de explantes sem indicios

de oxidacg&o.

Tabela 21 — Médias de oxidacdo (%), contaminacdo bacteriana (%) e fangica (%) de
propagulos de uma populacado de I. paraguariensis utilizados no estabelecimento in vitro sob
diferentes lampadas LED

LEDs Oxidacao (%) (CV% = 23,0) Bactéria (%) (CV% =59,6)  Fungo (%) (CV% = 16,4)
Branca 90,3 b* 51,4 100,0 b
Vermelha 769b 48,6 91,4b
Azul 56,9 a 31,4 77,1a
Azul/vermelha 70,1a 34,3 97,1b
Média 73,6 41,4 91,4

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott a 5 % de
probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

A contaminagdo por bactérias ndo atingiu metade das unidades amostrais (41,4%),
sendo observada em aproximadamente oito dias ap0s o estabelecimento. Para os tratamentos,
as médias variaram entre 51,4%, para a lampada branca, e 31,4%, para a azul.

A contaminagdo por fungos foi detectada aos cinco dias em quase todos os vidros
(91,4%), independentemente das lampadas LED. Considerando os tratamentos, a menor
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porcentagem ocorreu para a lampada azul (77,1%), embora acima de 75%. Com excecdo da
lampada branca, a qual obteve fungos presentes em todas as unidades amostrais (100%), a
lampada vermelha (91,4%) e a lampada azul/vermelha (97,1%) apresentaram acima de 90% de

contaminacéo.

8.5.2 Estabelecimento in vitro de duas populagdes sob diferentes lampadas LED

Ao todo, todos os propagulos, independentemente dos tratamentos, apresentaram algum
grau de oxidacdo (Tabela 22). Quanto a bactérias, 15% dos tubos de ensaio ndo apresentaram
contaminacgédo deste tipo, sendo sua maior presenca na populacdo de Trés Barras (TB) e na

lampada azul/vermelha. Apenas 5% dos explantes apresentaram estar livres de fungos.

Tabela 22 — Relacéo entre as porcentagens de oxidagéo (%) e contaminagéo bacteriana (%) e
fangica (%) para o nimero de propagulos de I. paraguariensis estabelecidos in vitro sem

estas condicdes, de acordo com duas populacgdes e diferentes lampadas LED

Variavel Oxidacao (%) Bactéria (%) Fungo (%)
Populacdo de TB 100,0 (0)* 87,5 (10) 96,3 (3)
Populagdo de UR 100,0 (0) 97,5 (2) 98,8 (1)

LED Branca 100,0 (0) 95,0 (2) 97,5 (1)
LED Vermelha 100,0 (0) 100,0 (0) 100,0 (0)
LED Azul 100,0 (0) 95,0 (2) 95,0 (2)
LED Azul/vermelha 100,0 (0) 80,0 (8) 97,5 (1)
Total 100,0 (0) 85,0 (12) 95,0 (4)

Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; *NUmero total de propagulos que ndo se encontram nesta condicao,
ou seja, livres de oxidagdo e contaminados por bactérias e/ou fungos. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Estatisticamente, ambas as contaminagdes ocasionadas por bactérias e por fungos
apresentaram significancia de forma fatorial com uma alta AE% (entre 70% e 90%) (ANEXO
J). Apenas a porcentagem de oxidagéo n&o foi significativa.

Apenas 25% dos explantes ndo oxidaram neste experimento (75,8%). Suas médias
foram préximas, variando entre 68% e 81,4%, independentemente das lampadas LED e da
populagéo.

A contaminacdo por bactérias variou entre tratamentos e populagdes, sendo
primeiramente detectada aos nove dias, em que sua média geral ndo atingiu metade dos
explantes (48,2%) (Tabela 23). Para a populacdo de TB destaca-se a lampada azul/vermelha, a
qual apresentou a menor porcentagem de contaminacdo por bactérias (28,1%), enquanto a

lampada branca (48,0%) e a vermelha (42,9%) apresentaram valores abaixo de 50%. Para
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Urupema (UR), a contaminagdo foi maior, principalmente na lampada vermelha (64,6%),
sequida da azul/vermelha (58,0%).

Tabela 23 — Médias de oxidacdo (%), contaminacdo bacteriana (%) e fangica (%) de
propégulos de duas populagdes de I. paraguariensis utilizados no estabelecimento in vitro sob
diferentes lampadas LED

Lampadas LED

Pop. Branca Vermelha Azul Azul/vermelha Média
Oxidagdo (%) (CV% =17,9)
B 73,0 68,0 75,4 78,1 73,6
UR 78,0 79,7 81,4 72,9 78,0
Média 75,5 73,9 78,4 75,5 75,8
Bactéria (%) (CV% = 28,4)
TB 48,0 bA* 42,9 bA 52,9 bA 28,1 aA 43,0
UR 41,3 aA 64,6 aB 49,6 aA 58,0 aB 53,4
Média 447 53,8 51,3 43,1 48,2
Fungo (%) (CV% = 20,8)
TB 79,8 bA 83,1 bA 61,3 aA 91,6 bB 79,0
UR 76,5 aA 83,1aA 88,2 aB 69,6 aA 79,4
Média 78,2 83,1 74,8 80,6 79,2

Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; *Médias seguidas de mesmas letras mintsculas nas linhas e
mailsculas nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de médias Scott-Knott & 5% de probabilidade
de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

A contaminagdo por fungos atingiu aproximadamente 80% de todos os explantes, com
a sua primeira observacdo ocorrendo no sexto dia. As menores porcentagens de contaminagéo
ocorreram para TB em lampada azul (61,3%) e UR em lampada azul/vermelha (69,6%),
enguanto as maiores ocorreram inversamente, para TB em lampada azul/vermelha (91,6%) e

para UR em lampada azul (88,2%).

8.5.3 Estabelecimento in vitro de duas populac¢es sob diferentes lampadas LED a partir

de brotacdes epicdérmicas de galhos destacados

N&o houve interagéo significativa em nenhuma das varidveis analisadas. Em nivel de
populacéo, todas as variaveis foram significativas com muito alta AE% (> 90%) (ANEXO K).
Entretanto, apenas a contaminacéo por bactérias foi significativa para os tratamentos, com uma
alta AE% (entre 70% e 90%).

De forma geral, a oxidag@o ocorreu em mais de 80% dos explantes. As médias foram
semelhantes entre os tratamentos de LED, mas para as popula¢des houve uma diferenca maior

do que 25%, em que a populagdo de TB apresentou a menor porcentagem (70,3%).
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Para a contaminagdo por bactérias, novamente se manteve em menos da metade das
unidades amostrais (48,4%) e sendo detectada no sétimo dia. Com relagdo aos tratamentos de
lampadas LED, a maior porcentagem de contaminacao ocorreu para a lampada branca (64,5%),
sequida da vermelha (49,9%), lampada azul/vermelha (43,7%) e lampada azul (35,4%). Entre
as populacdes, TB apresentou a menor porcentagem (37,5%), enquanto UR apresentou mais do
que 20% a mais (59,4%).

Os fungos foram presentes em grande parte das unidades amostrais, com cerca de apenas
10% livres desta contaminagéo (89,6%), mas ocorrendo de forma ainda mais precoce, sendo
observada com quatro dias (Tabela 24). Foram somente detectadas diferencas entre as duas
populagdes, em que a menor porcentagem ocorreu para UR (81,2%), aproximadamente 15% a
menos do que TB (97,9%).

Tabela 24 — Médias de oxidacdo (%), contaminacdo bacteriana (%) e fungica (%) de
propégulos de material revigorado de duas populag@es de I. paraguariensis utilizados no

estabelecimento in vitro sob diferentes lampadas LED

Lampadas LED

Pop.

Branca Vermelha Azul Azul/vermelha Média
Oxidacdo (CV% = 15,7)
TB 75,0 71,3 77,5 57,5 70,3 a*
UR 97,5 97,5 100,0 90,0 96,3 b
Média 86,3 84,4 88,8 73,8 83,3
Bactéria (CV% = 33,2)
TB 54,1 49,9 20,8 25,0 375a
UR 74,9 49,9 50,0 62,5 59,4 b
Média 64,5b 499a 35,4a 43,7 a 48,4
Fungo (CV% = 17,2)
TB 100,0 100,0 91,7 100,0 979b
UR 95,8 79,1 75,0 75,0 81,2a
Média 97,9 89,6 83,3 87,5 89,6

Sendo: TB — Trés Barras; UR — Urupema; *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com
o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

8.6 DISCUSSAO

8.6.1 Estabelecimento in vitro sob diferentes lampadas de LED

Independentemente dos experimentos realizados, das populagdes testadas, das lampadas
LED utilizadas e do grau de maturacéo do material dos propégulos, as porcentagens de oxidacdo
apresentadas foram superiores a 70% nas médias gerais, com excecdo da lampada azul durante
0 primeiro experimento e da lampada azul/vermelha para a populacéo de Trés Barras (TB) no
terceiro experimento, em que médias abaixo de 60% foram apresentadas. Trabalhando com a
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micropropagacao de I. paraguariensis Dutra e Silva (2009) determinaram que a sobrevivéncia
de seus explantes pode ser préxima a 5%, em decorréncia da sua elevada contaminagédo, sendo
esta espécie conhecida por apresentar diversos contaminantes endofiticos, aumentado sua
oxidacdo mesmo quando aplicados processos de descontaminacdo teoricamente eficientes
(PIMENTEL et al., 2006). Isto pode justificar as elevadas porcentagens de oxidagéo observadas
no presente trabalho, em que procedimentos semelhantes foram aplicados, embora no trabalho
citado tenha sido utilizado apenas 1% de NaOCI.

Todavia, de acordo com Dutra et al. (2008), a oxidacdo pode ser nula quando utilizado
NaOCl a 2,5%, mas com uma sobrevivéncia menor do que 20% dos explantes, ndo diferindo
dos tratamentos com maiores concentracfes. Neste sentido, é possivel que o grau de maturagao
tenha exercido efeito no presente trabalho, principalmente nos dois primeiros experimentos, em
que foram utilizadas brotacbes de copa para sua elaboracdo, aumentando as chances de
contaminagdo (SANSBERRO et al., 2000; PIMENTEL et al., 2006). Trabalhando com plantas
mée de idades diferentes, Tomasi et al. (2018) observaram que o material oriundo de plantas
com dez anos de idade, sua oxidacdo é de aproximadamente 40%, enquanto plantas de 80 anos
esta variavel pode ser préxima de 90%. Estas informacBes auxiliam a justificar a elevada
oxidacéo obtida.

Entretanto, em teoria, o terceiro experimento deveria ter apresentado melhor resultado
quanto sua oxidacdo. Neste, foram obtidas brotacfes epicormicas, teoricamente de maior vigor
vegetativo, possivelmente com menores chances da presenca de contaminantes, o que de fato
n&o ocorreu, mesmo com a utilizacao de fungicida por um periodo de duas semanas. E provavel
que o uso deste material ndo tenha sido ideal, visto o periodo de 150 dias para a formacdo de
brotacdes epicdrmicas, pode ter favorecido o acesso de fungos e bactérias, estando presentes de
forma enddgena. Associado a este fator, o ambiente de armazenamento dos galhos destacados
pode ndo ser ideal para a producao e obtencdo de propagulos, em que o mesmo é utilizado para
outros experimentos, podendo servir como fonte de contaminacdo. Ainda, a propria utilizacao
de fungicida pode ter sido ineficiente, em que Dutra et al. (2008) aplicaram tratamentos com
outros compostos com somente um dia de antecedéncia da coleta de explantes de minicepas,
com tratamentos de descontaminagdo semelhantes aos do presente trabalho, mas apresentando
uma contaminacdo fungica ao menos 30% menor.

Quanto as populacbes testadas, TB apresentou uma porcentagem de oxidacao
ligeiramente menor em comparagdo a Urupema (UR), préximo de 25%, principalmente para o
terceiro experimento de estabelecimento in vitro. Tomasi et al. (2018) afirmam que

determinados clones podem apresentar porcentagens similares de oxidagcdo em curtos espacos
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de tempo, com diferengas ndo maiores do que 3% aos 30 dias, mas aumentando aos 60 dias,
podendo atingir entre 5% e quase 20% para materiais mais maduros. E possivel que este efeito
também esteja presente em nivel populacional, o que justificaria os resultados obtidos, uma vez
gue os mesmos tratamentos foram aplicados para ambas as origens. Para Rosa et al. (2006), as
épocas de coleta do material afetaram a oxidacgao dos propagulos, em que a maior porcentagem
de ndo sadios ocorre no verdo, com mais de 30% de oxidados. Embora tenham sido testadas
épocas diferentes no presente trabalho, ndo foram detectadas diferencas significativas entre seus
resultados, ndo importando os tratamentos e as populacbes. Ainda, Rosa et al. (2006)
trabalharam com material proveniente de estacas de I. paraguariensis, utilizando as brotagdes
formadas nestas, o que podem garantir uma menor presenca de contaminantes enddgenos
(PIMENTEL et al., 2006).

Enquanto a contaminacdo por fungos foi praticamente superior a 70% em todos 0s
experimentos (Figura 22), a presenca de bactérias foi ligeiramente menor, mantendo-se sempre
com médias abaixo de 50%, podendo ser inclusive menores do que 35% quando mantidas em
lampadas LED das cores azul e azul/vermelha. Embora ndo haja estudos sobre a temaética
guanto a micropropagacao ou estabelecimento in vitro de plantas, alguns estudos da area médica
demonstram que a utilizacdo de lampadas LED azul nas ondas entre 405 nm e 470 nm podem
ser eficientes para a eliminacdo de microrganismos (LU et al., 2019), e a lampada LED azul
logo ap6s o processo cirlrgico na regido dentéaria pode reduzir em até 54% a contaminagédo
microbiana (NUNES et al., 2018). Isto pode ajudar a justificar os resultados de menor
proporcdo da contaminacdo bacteriana nos propagulos, em que a lampada azul e a lampada
azul/vermelha apresentaram algum grau de eficiéncia no seu controle.

De acordo com Silva et al. (2020), a utilizacdo de lampadas LED de cor vermelha de
660 nm, é capaz de inibir de forma eficaz o fungo Candida albicans em superficies acrilicas,
sendo uma alternativa barata e ndo toxica de descontaminacdo. Isto ndo foi detectado no
presente trabalho, uma vez que a contaminacdo por fungos foi constantemente préximo de
100%. I. paraguariensis é conhecida por ter uma dificultosa micropropagacdo devido as
grandes porcentagens de contaminacdo, principalmente fangica, podendo facilmente atingir
niveis de quase 60% ou mais (HORNER et al., 2001; DUTRA e SILVA, 2009), mas podem
reduzir ao se utilizar concentragdes de NaOCI mais elevadas (DUTRA et al., 2008). Este efeito
positivo pode estar presente mesmo em explantes de plantas maduras de ambientes nativos em
até 40% (MENEGUZZI et al., 2016).

Entretanto, mesmo com alterac&o do protocolo de descontaminagéo, este ndo apresentou

ser eficiente. Ainda, € importante destacar que as chances de estas contaminagdes terem sido
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ocasionadas durante o estabelecimento, embora seja minima, ainda € existente. Durante
observacgdes preliminares dos propagulos, foi possivel observar que os primeiros sinais de
contaminacdo partiam diretamente do material vegetal, ndo sendo detectadas contaminacGes no
meio, reforcando a justificativa da presenca de contaminantes endofiticos (PIMENTEL et al.,
2006).

Figura 22 — Exemplos do estabelecimento in vitro de I. paraguariensis em vidros sem
contaminacdo (a), com contaminacao intermediaria (b) e elevada (c), e tubos de ensaio com

somente contaminacao bacteriana intermediaria (d), bacteriana e fungica intermediaria (e) e

bacteriana e fungica elevada (f)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Os trabalhos que relacionam micropropagacao de espécies vegetais com a utilizacéo de
lampadas LED estdo concentradas no ganho de biomassa e desenvolvimento de tecidos
especificos (ROCHA et al., 2010; CAMARGO et al., 2015; FACANHA et al., 2019), mas nao
em plantas arboreas. Desta forma, hé a necessidade da elaboragdo de novos experimentos que
melhor avaliem as relages citadas, principalmente para o estabelecimento in vitro, devendo ser

trabalhado com espécies arbéreas em que o controle dos agentes contaminantes seja facilitado,
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sendo capaz de observar as verdadeiras influéncias das origens dos materiais, seu grau de

maturacdo e sua resposta a diferentes lampadas.

8.7 CONCLUSAO

N&o foi possivel o estabelecimento in vitro de explantes de I. paraguariensis de acordo
com os tratamentos aplicados.

Foi detectado um potencial de utilizacdo de lampadas LED nas cores azul e combinacéo
de azul e vermelha na descontaminacdo bacteriana. S&80 necessarios novos estudos para

averiguar possiveis efeitos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Embora seja muito trabalhada, a propagacdo vegetativa de |. paraguariensis ainda
possui inimeros desafios, principalmente quando o resgate de populacgdes nativas é o objetivo.
A partir deste trabalho, é possivel observar que os temas comumente abordados para a espécie
nesta temética, especialmente o grau de maturacdo da planta mée, sdo relevantes, mas ainda
existem outros fatores que podem ser cruciais para sua propagacao.

O principal fator observado neste trabalho, destacado nos capitulos I, 11l e 1V, estd na
populacéo de origem, ou seja, na regido geografica em que determinado grupo de individuos
desta espécie esta presente. Isto é justificavel a partir dos processos de selecdo natural, em que
ao longo das geracdes a espécie passou por diferentes adaptacGes que permitiram a ela ocupar
ambientes que podem ser muito divergentes, possibilitando uma melhor capacidade de
propagacdo vegetativa de determinadas populagdes. Entretanto, aparentemente a sua
capacidade também esta atrelada ao genotipo em si, em que podem ser obtidos diferentes
resultados dentro de uma mesma populacdo, considerando plantas sob caracteristicas
semelhantes. A determinacdo de genotipos superiores se torna o verdadeiro desafio, uma vez
que podem se tratar de plantas fenotipicamente similares, mas que, uma vez capazes de se obter,
podem auxiliar muito a propagacdo vegetativa e melhoramento da espécie, associado a demais
fatores inerentes a sua clonagem, como o grau de maturacao.

Um outro fator importante no resgate observado nos capitulos Il e 111 foi a época em que
houve a coleta das brotacfes para a estaquia, em que os resultados ndo corroboraram com a
literatura. Diferentemente dos trabalhos estudados, os quais trouxeram informac6es de que as
melhores épocas de coleta seriam antes ou durante o retorno do aumento das temperaturas, 0s
melhores resultados neste trabalho foram sempre obtidos apds estes periodos, destacando a
estacao do verdo. Isto talvez seja explicado por dois fatores principais. O primeiro sendo o lento
aumento de temperatura no ambiente de origem em funcéo da sua localizacdo geogréfica, tal
como ocorrente na populagédo de UR, enquanto o segundo estaria nesta mesma perspectiva, mas
em relagdo a regido em que se encontra 0 ambiente de enraizamento, em que as temperaturas
durante a época de armazenamento no verdo, normalmente inicio do més de dezembro e final
de fevereiro, apresentam um aumento mais lento. A associagao entre estes dois fatores, ou seja,
devido as estacOes ndo serem bem definidas, pode ter feito com que o material vegetal tivesse
o0 retorno completo de seu metabolismo apds este periodo.

Entretanto, os ambientes de enraizamento também apresentaram ser determinantes na

sobrevivéncia e enraizamento desta espécie, sendo isto observado no capitulo 111. Em um estudo
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semelhante, os resultados obtidos foram similares para a mesma época de ocorréncia, com uma
superioridade para 0 CVNI, o que n&o ocorreu para de forma evidente para as outras estagoes
do ano no presente trabalho, principalmente o verdo, podendo isto estar associado com o que
foi descrito no paragrafo anterior. O CVNI apresentou menor amplitude térmica na primavera,
sendo ainda uma estacdo fria para a regido, o que possivelmente auxiliou na superacgéo do estado
de dorméncia das estacas e facilitou o seu enraizamento. Porém, quando o material ja apresenta
algum nivel de superacdo desta dorméncia, este apresenta ser mais dependente da umidade do
que a temperatura, facilmente observado nos resultados obtidos pelo estufim durante o ver&o.
Isto indica que, assim como maioria das espécies florestais, |. paraguariensis é altamente
dependente uma umidade elevada para que ocorra um enraizamento eficaz, quando coletada em
época propicia.

O possivel incremento do resgate e enraizamento a partir da adubacédo das plantas mae,
estudado no capitulo I, ja foi constatado em outros estudos, 0 que muito provavelmente ndo
foi detectado neste trabalho devido ao desconhecimento das condi¢fes quimicas do solo, uma
vez que a andlise ocorreu em mesmo periodo de aplicacdo dos tratamentos. Embora nao tenha
sido detectado efeito das doses de adubo, a utilizacdo da técnica de anelamento se mostrou
muito eficiente no resgate e na estaquia da espécie para a populacéo estudada, resultados os
quais ja eram esperados de acordo com a literatura existente. Todavia, a hipdtese de que a
adubacdo auxilia na propagacdo vegetativa da espécie ndo pode ser descartada, podendo ser
futuramente estudada para o resgate de genotipos de interesse que apresentem dificuldade de
enraizamento.

O resgate a partir de galhos destacados, testado no capitulo IV, se mostra uma técnica
promissora para a obtencdo de brotacGes epicormicas, sendo capazes de produzir em
guantidades e comprimentos suficientes para a estaquia ou micropropagacao. Entretanto, eles
se mostraram dependentes de todos os fatores testados em funcao das populacées, sendo capaz
de selecionar o diametro ou o sentido de armazenamento de acordo com a velocidade e tamanho
de brotacdo epicormica desejada. De fato, a estaquia a partir das brotagdes produzidas por estes
obteve resultados de enraizamento promissores, no entanto, ainda é necessario aprimorar a
sobrevivéncia deste material, o qual apresenta uma elevada sensibilidade. Enquanto que para a
micropropagacao de explantes obtidos destes galhos, presente no capitulo V, sdo necessarios
novos estudos priorizando o controle da contaminagéo enddgena.

Ainda, para a micropropagacéo, a literatura demonstra grande variagdo de resultados,
principalmente quanto a contaminag&o, corriqueiramente explicada em funcdo da contaminacao

enddgena, o0 que provavelmente seja a principal explicacdo para os resultados deste trabalho.
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Mesmo néo tendo obtido sucesso no estabelecimento de explantes, alguns resultados inferiores
de contaminacdo bacteriana ndo podem ser desconsiderados, principalmente em relacdo a
lampada LED de cor azul.

Para aprofundamento das pesquisas aqui realizadas para a estaquia, podem ser efetuados
trabalhos visando a utilizacdo de mais populacfes de I. paraguariensis, contemplando mais
regides do Sul do Brasil, a fim de obter materiais com caracteristicas especificas, esséncias para
o melhoramento. Conjuntamente, podem ser testadas as estacdes do ano, a fim de observar a
capacidade de enraizamento em diferentes condicdes climaticas, tal qual em diferentes
ambientes de enraizamento, preferencialmente em locais mais distantes. Ainda, a selecdo dos
individuos deve ser mais rigorosa, obtendo mais informac6es no momento de coleta para que
sejam observadas caracteristicas que possam ser resposta de um enraizamento superior.

Quanto a adubacdo, é necessario que nos futuros experimentos seja realizada a analise
quimica do solo previamente a aplicacdo dos adubos, sendo este corrigido quando necessario,
principalmente quanto a acidez. Entretanto, outras medidas podem ser ainda tomadas, como
aplicar um experimento semelhante em mudas clonais desta ou outras espécies em um ambiente
mais controlado, como um viveiro florestal. Destas mudas podem ser retiradas folhas de forma
periddica para analise hormonal, tanto para citocininas quanto auxinas para averiguar a real
capacidade dos adubos na producdo de materiais com maior vigor vegetativo. Associado a isto,
a estaquia pode ser realizada esporadicamente para relacionar estes dados.

Podem ser elaborados experimentos de brotacdo epicormica de galhos destacados dentro
do proprio laboratério de micropropagacdo, utilizando métodos de descontaminacdo mais
eficientes e por mais longos periodos, também obtendo a porcdo mais fisiologicamente jovem
possivel das brotagdes produzidas, por exemplo. Isto pode ajudar a complementar os trabalhos
de micropropagacdo, uma vez que a grande gama de trabalhos com esta técnica apresenta ser
dificultosa, ndo havendo um protocolo especifico para tanto. Ainda, a utilizacdo de explantes
provenientes de brotacdes de copa devem ser evitados ao maximo, visto que a contaminagdo
presente dificilmente pode ser eliminada, além do maior grau de maturagéo que pode inutilizar

este processo.
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ANEXOS

ANEXO A — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variagcdo do
experimento de estaquia de cinco populacdes de I. paraguariensis e seus genotipos

FV Anélise Sobrevivéncia Calos Enraizamento Brotagdo F'ol'has_
originais
F 125,2 13,9 1,8 38,3 4.4
Populacdo p < 0,0001 < 0,0001 0,1190 < 0,0001 0,0017
AE% 99,6 96,3 - 98,7 87,8
F 61,2 13,3 2,3 19,6 3,9
Gendétipos p < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
AE% 99,2 96,2 75,2 97,4 86,5

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA,; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acuracia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte; Elaborado
pelo autor (2022).

ANEXO B — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variacao do
experimento de brotacdo epicérmica de galhos destacados de cinco populacdes de 1.

paraguariensis

FV Andlise Brotacédo l\tl)l]mer? de ComprimeNnto de
rotacdes brotacdes
F 3,6 13,3 0,4
Pop. p 0,0131 <0,0001 0,5198
AE% 85,0 96,2 -
F 157,6 199,0 17,6
Aval. p < 0,0001 <0,0001 <0,0001
AE% 99,7 99,7 97,1
F 6,4 6,2 0,6
Pop.*Aval. p 0,0004 0,0006 0,6523
AE% 91,9 91,6 -

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acurécia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).
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ANEXO C — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variacao do
experimento de adubac&o de |. paraguariensis para o resgate de brotagdes epicormicas

oriundas da técnica de anelamento completo.

FV Analise Brotacédo Nﬂmerg de Comprime~nt0 de
brotacBes brotagBes
F 15 9,4 29
Tratamentos p 0,2407 <0,0001 0,0364
AE% - 94,5 80,9
F <0,1 0,8 0,6
Avaliacéo p 0,9975 0,3668 0,4300
AE% - - -
F 0,2 1,0 15
Trat.*Aval. P 0,9594 0,4250 0,2263
AE% -

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA,; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acuracia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte; Elaborado
pelo autor (2022).

ANEXO D — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variacdo do
experimento de estaquia de I. paraguariensis de brotaces epicdrmicas e da copa oriundas de
plantas adubadas

FV Andlise  Sobrevivéncia Calos Enraizamento (Ij\lumg ro Brotagdo F_ol_ha
e raizes original
F 0,1 2,2 2,8 2,6 1,0 14
Adub. p 0,1110 0,0807 0,0325 0,0424 0,3907 0,2323
AE% - - 80,2 78,4 - -
F 4,4 0,4 6,3 11,8 <01 11
Material p 0,0404 0,5411 0,0143 0,0011 0,8742 0,2914
AE% 87,9 - 91,7 95,7 - -
F 50,6 67,1 2,7 0,3 37,0 18,9
Estacéo p < 0,0001 < 0,0001 0,1028 0,5661 <0,0001  0,0001
AE% 99,0 99,3 - - 98,6 97,3
F 3,7 3,8 2,7 2,4 4,9 1,9
Adub.*Mat. p 0,0092 0,0076 0,0345 0,0575 0,0016 0,1202
AE% 85,4 85,8 79,3 - 89,2 -
F 52 4,7 6,7 5,2 2,9 7,8
Adub.*Est. p 0,0012 0,0023 0,0001 0,0011 0,0272  <0,0001
AE% 89,9 88,7 92,2 89,9 80,9 93,4
F 6,0 12,3 2,1 1,7 0,1 55
Mat.*Est. p 0,0171 0,0008 0,1552 0,1948 0,7877 0,0221
AE% 91,3 95,8 - - - 90,5

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acurécia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).
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ANEXO E — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variacdo do

experimento de estaquia de duas populacdes de I. paraguariensis de acordo com a estacdo do

ano em dois ambientes de enraizamento

FV Andlise  Sobrevivéncia Calos Enraizamento Num,e ro de Brotagdo F'ol'has_
raizes originais
F 86,9 84,1 48,9 26,8 30,2 123,1
Estacéo p <0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
AE (%) 99,4 99,4 99,0 98,1 98,3 99,6
F 137,7 107,8 52,4 38,3 55 103,5
Populacdo p < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,6 99,5 99,0 98,7 99,1 99,5
F 185,5 104,9 3,6 0,3 34,2 132,9
Ambiente p < 0,0001 < 0,0001 0,0573 0,5595 < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,7 99,5 - - 98,5 99,6
F 34,2 24,2 6,6 59 17,9 421
Est.*Pop. p <0,0001 < 0,0001 0,0002 0,0060 <0,0001 < 0,0001
AE (%) 98,5 97,9 92,1 91,1 97,2 98,8
F 23,4 20,7 57,4 33,2 14,8 21,6
Est.*Amb. p < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001
AE (%) 97,8 97,6 99,1 98,5 96,6 97,7
F 3,2 9,4 2,6 5,4 0,1 55
Pop.*Amb. p 0,0764 0,0024 0,1102 0,0208 0,7690 0,5909
AE (%) - 94,5 - 90,3 - -

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA,; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acuracia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte; Elaborado
pelo autor (2022).
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ANEXO F — Significancia estatistica das varidveis observadas para as fontes de variacéo do
experimento de estaquia de genotipos de |. paraguariensis da populagdo de TB de acordo com

a estacdo do ano em dois ambientes de enraizamento

Primavera
FV An. Sob. Calos Enr. NUm. raizes Brot. Folha original
F 10,0 0,5 40,9 41,2 17,4 93,3
Amb. p 0,0029 0,4919 < 0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001
AE (%) 94,9 - 98,8 98,8 97,1 99,5
F 199,2 20,6 16,5 10 11,7 11,0
Gen. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,7 97,5 96,9 94,9 95,6 95,3
F 11,4 0,8 4,7 4,6 3,1 13,4
Gen.*Amb. p < 0,0001 0,5538 0,001 0,0012 0,0142 < 0,0001
AE (%) 95,5 - 88,7 88,5 82,3 96,2
Verdo
F 1433,6 366,2 1014 47,3 80,4 188,2
Amb. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 100,0 99,9 99,5 98,9 99,4 99,7
F 149,5 45,7 7,4 10,4 2,7 50,9
Gen. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0273 <0,0001
AE (%) 99,7 98,9 93,0 95,1 79,3 99,0
F 24,0 3.8 3,3 3,3 2,8 17,0
Gen.*Amb. p < 0,0001 0,0044 0,0095 0,0088 0,0218 < 0,0001
AE (%) 97,9 85,8 83,5 83,5 80,2 97,0
Outono
F 203,9 2,1 83,9 81,5 7,3 18,9
Amb. p < 0,0001 0,1554 < 0,0001 < 0,0001 0,0099 0,0001
AE (%) 99,8 - 99,4 99,4 92,9 97,3
F 40,2 2,2 13,5 21,3 6,0 1,1
Gen. p <0,0001 0,066 < 0,0001 <0,0001 0,0001 0,2914
AE (%) 98,7 - 96,2 97,6 91,3 30,2
F 58,9 18,4 13,5 21,3 3,8 55
Gen.*Amb. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0038 0,0221
AE (%) 99,1 97,2 96,2 97,6 85,8 90,5
Inverno
F 695,2 64,3 - - 41,3 21,7
Amb. p <0,0001 <0,0001 - - < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,9 99,2 - - 98,8 97,7
F 1425 19,8 - - 16,2 7.8
Gen. p <0,0001 <0,0001 - - < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,6 97,4 - - 96,9 93,4
F 109,4 17,3 - - 11,4 6,5
Gen.*Amb. p <0,0001 <0,0001 - - < 0,0001 0,0001
AE (%) 99,5 97,1 - - 95,5 92,0

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acuracia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado

pelo autor (2022).
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ANEXO G — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variagcdo do
experimento de estaquia de gendtipos de I. paraguariensis da populagdo de UR de acordo

com a estacdo do ano em dois ambientes de enraizamento

Primavera
FV An. Sob. Calos Enr. NUm. raizes Brot. Folha original
F 56,7 38,7 0,5 0,6 50,6 4,9
Amb. p <0,0001 <0,0001 0,4705 0,4274 <0,0001 0,0321
AE (%) 99,1 98,7 - - 99,0 89,2
F 228,5 99,8 12,3 9,6 78,5 47,3
Gen. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,8 99,5 95,8 94,6 99,4 98,9
F 7,4 7,3 0,7 1,2 12,3 0,9
Gen.*Amb. p <0,0001 <0,0001 0,6767 0,3266 <0,0001 0,4811
AE (%) 93,0 92,9 - - 95,8 -
Verdo
F 2070,2 345,2 98,0 43,7 19,1 499,6
Amb. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001
AE (%) 100,0 99,9 99,5 98,8 97,3 99,9
F 132,5 31,9 22,4 15,7 28,8 28,7
Gen. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,6 98,4 97,7 96,8 98,2 98,2
F 67,2 6,7 8,3 9,4 2,1 16,3
Gen.*Amb. p <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 0,0779 < 0,0001
AE (%) 99,3 92,2 93,8 94,5 - 96,9
Outono
F 820,9 235,6 13,4 9,8 1,8 149,5
Amb. p <0,0001 <0,0001 0,0007 0,0031 0,1812 < 0,0001
AE (%) 99,9 99,8 96,2 94,8 - 99,7
F 158,4 51,3 4,3 3,1 0,7 50,3
Gen. p <0,0001 <0,0001 0,0019 0,0131 0,6845 <0,0001
AE (%) 99,7 99,0 87,6 82,3 - 99,0
F 63,1 26,5 5,7 3,1 1,6 22,2
Gen.*Amb. p <0,0001 <0,0001 0,0002 0,0131 0,1776 <0,0001
AE (%) 99,2 98,1 90,8 82,3 - 97,7
Inverno
F 455,6 61,7 - - 36,4 32,8
Amb. p <0,0001 <0,0001 - - < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,9 99,2 - - 98,6 98,5
F 93,0 22,8 - - 12,8 8,5
Gen. p <0,0001 <0,0001 - - < 0,0001 < 0,0001
AE (%) 99,5 97,8 - - 96,0 93,9
F 45,2 14,2 - - 5,6 6,9
Gen.*Amb. p <0,0001 <0,0001 - - 0,0003 < 0,0001
AE (%) 98,9 96,4 90,6 92,5

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acurécia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).
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ANEXO H — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variacdo do
experimento de estaquia de brotacdes obtidas de galhos destacados de I. paraguariensis.

- Coa . Namero x Folha
FV Anélise Sobrevivéncia Calos Enraizamento de raizes Brotagéo original
F 169,1 220,0 <0,1 0,2 22,3 31
Origem p < 0,0001 < 0,0001 0,8076 0,6330 0,0003 0,0986
AE (%) 99,7 99,8 - - 97,7 -

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA,; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acuracia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte; Elaborado
pelo autor (2022).

ANEXO | — Significancia estatistica das variaveis observadas para a fonte de variacao do
experimento de estabelecimento in vitro de uma populacdo de I. paraguariensis sob diferentes
lampadas LED

FV Anélise Oxidacéo Bactéria Fungo
F 4,7 1,2 3,2

LED p 0,0100 0,3469 0,0400
AE% 88,7 - 82,9

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acurécia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).

ANEXO J — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variacdo do
experimento de estabelecimento in vitro de duas populacdes de I. paraguariensis sob

diferentes lampadas LED

FV Anélise Oxidagdo Bactéria Fungo
F 1,0 57 <0,1
Pop. p 0,3155 0,0227 0,9411
AE% - 90,8 -
F 0,2 14 0,5
LED p 0,8995 0,2571 0,7065
AE% - - -
F 0,7 4,4 3,7
Pop.*LED. p 0,5757 0,0107 0,0206
AE% 87,9 85,4

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA; p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acurécia
experimental obtida para variaveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).
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ANEXO K — Significancia estatistica das variaveis observadas para as fontes de variagdo do
experimento de estabelecimento in vitro de duas populagdes de I. paraguariensis com uso de
material revigorado sob diferentes lampadas LED

FV Analise Oxidagdo Bactéria Fungo
F 31,4 14,9 9,4
Pop. p <0,0001 0,0008 0,0054
AE% 98,4 96,6 94,5
F 2,0 4,7 13
LED p 0,1362 0,0102 0,3077
AE% - 88,7 -
F 0,3 2,0 0,7
Pop.*LED. p 0,8539 0,1392 0,5710
AE%

Em que: F: valor de F obtido da ANOVA, p: probabilidade de erro obtido pela ANOVA; AE%: acuracia
experimental obtida para varidveis significativas a 5% de probabilidade de erro (p < 0,0050). Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).



