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CARACTERIZACAO FENOTIPICA E POTENCIAL DE
ENRAIZAMENTO POR ESTAQUIA DE UM GERMOPLASMA
DE ERVA-MATE DE ORIGEM SEMINAL

LAURA TRES!

RESUMO - A avaliagdo da divergéncia genética fornece informagdes
uteis na caracterizacao, conservacao e utilizacao dos recursos genéticos,
e a clonagem por estaquia ¢ uma técnica capaz de resgatar materiais
nativos, bem como viabilizar a implantacdo de ervais mais uniformes e
produtivos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a divergéncia genética
entre genotipos de erva-mate multiplicados por semente, utilizando
analises multivariadas, e o potencial de propagacdo dos gendtipos por
estaquia. Foram realizados dois estudos. No primeiro foi avaliada a
divergéncia genética de trinta plantas (genotipos) selecionadas em um
erval comercial no municipio de Mato Castelhano, RS, através de
caracteres de ramos e de folhas. A divergéncia genética foi avaliada
pela analise de componentes principais e pelos métodos de
agrupamento de ligacdo média entre grupos (UPGMA) e de Tocher,
utilizando-se a distancia euclidiana média como medida de
dissimilaridade. Também foi obtida a contribuicdo relativa dos
caracteres para a divergéncia. No segundo estudo foi verificado o
potencial de propagacdo por estaquia dos genotipos. A estaquia foi
realizada no periodo de janeiro a maio, com a aplicacao de 8.000 mg L

I de 4cido indolbutirico (AIB). A realizacio dos agrupamentos tanto

! Eng. Ftal., mestranda do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMYV, Area de Concentragdo em Produgdo e Protecdo de Plantas.



pelo método UPGMA como de Tocher promoveram a formacao dos
mesmos 12 grupos, com a mesma distribui¢ao dos gendtipos formando
cada grupo, demonstrando variabilidade no germoplasma de erva-mate.
Os caracteres que mais contribuiram para a divergéncia genética foram
a massa fresca de folha, o nimero de folhas por metro de ramo e o
comprimento da folha. A capacidade de retencdo das folhas nas estacas
influenciou positivamente a sobrevivéncia e o enraizamento. O
enraizamento foi significativamente superior em 50% dos genotipos,
variando de 43,8% a 85,4%, demonstrando potencial para serem
utilizados como plantas matrizes em um programa de producdo de

mudas por clonagem.

Palavras-chave: llex paraguariensis St. Hil., analise multivariada,

propagacao vegetativa, estacas, acido indolbutirico.

PHENOTYPIC CHARACTERIZATION AND ROOTING
POTENTIAL THROUGH CUTTING OF A SOURCE OF
YERBA-MATE GERMPLASM OF SEMINAL ORIGIN

ABSTRACT — The genetic divergence provides useful information for
the characterization, conservation and use of genetic resources and
therefore, the cloning for cuttings is a technique which can o rescue
native materials as well as enabling the implementation of more
uniform and productive yerba mate plantations. The objective of this
research was to evaluate the genetic divergence between yerba mate
genotypes multiplied by seed, by using multivariate analysis, and the

potential propagation of genotypes through cuttings. Two studies were



performed. On the first one evaluated the genetic divergence of thirty
plants (genotypes) selected from a commercial yerba mate plantation in
Mato Castelhano municipality in RS, through the characters of branches
and leaves. The genetic divergence was evaluated by main component
analysis and the average linkage cluster analysis between groups (in
Portuguese- UPGMA) and Tocher, using the average euclidean
distance as dissimilarity measure. One also obtained the relative
contribution of characters for this divergence. On the second study we
found the potential for cutting propagation of genotypes. The cutting
was carried out from January to May, with the application of 8.000 mg
L! indole butyric acid (IBA). The performance of both groups by
UPGMA and Tocher promoted the formation of these 12 groups, with
the same genotype distribution forming each group, demonstrating
variability in yerba mate germplasm. The characters that most
contributed to the genetic divergence were fresh leaf matter, number of
leaves per meter of branch and length of the leaf. The retention capacity
of the leaves in the cuttings positively influenced the survival and
rooting. Rooting was significantly higher in 50% of the genotypes,
ranging from 43.8% to 85.4%, demonstrating the potential to be used

as donor plant in a cloning seedling production program.

Key words: llex paraguariensis St. Hil.,, multivariate analysis,

vegetative propagation, cuttings, indole butyric acid.



1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) ¢ uma espécie
arborea nativa que ocorre no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai, em
formagdes associadas com o pinheiro-brasileiro (Araucaria
angustifolia). E uma espécie de grande importincia econdmica,
ambiental, social e cultural, integrando um dos mais tradicionais
sistemas agroflorestais do Brasil, sendo uma das espécies que concorre
para a manutencdo do pequeno produtor no meio rural (STURION &
RESENDE, 2010).

As folhas de erva-mate sao utilizadas para diversos fins.
Além do tradicional consumo na forma de chimarrao e tereré, o cha de
mate, que ¢ tradicional no mercado do sul e sudeste do Brasil, tem
atingido novas fronteiras, como os EUA, Europa e Oriente Médio.
Além disso, das folhas também sdo extraidos varios produtos utilizados
na industria farmacéutica e alimenticia (DANIEL, 2009).

A erva-mate ocorre principalmente em quatro estados
brasileiros, sendo o maior produtor o Estado do Parand, com 73% da
quantidade total produzida no Pais, que foi em 2013, de 344.594
toneladas. Santa Catarina (20,9%), Rio Grande do Sul (5,9%) ¢ Mato
Grosso do Sul completam a lista dos produtores. A erva-mate representa
o segundo principal produto extrativista ndo madeireiro (R$ 400
milhdes) no Brasil, atras apenas do acai (R$ 409,7 milhoes),
destacando-se como o produto do extrativismo vegetal que apresentou
o maior aumento de producdo (IBGE, 2013).

No Brasil, 90% da erva-mate produzida é proveniente de

arvores nativas. Em geral, essas colheitas sdo mal conduzidas, sem a



aplicacdo de técnicas de poda e de recuperacao adequadas, resultando
na decadéncia dos ervais e, em muitos casos, na morte da maioria das
plantas (DANIEL, 2009). A degradagdo dos ervais nativos também
ocorreu devido ao desmatamento do pinheiro-brasileiro e a expansao
das areas de agricultura.

Apds um periodo de desvalorizacdo da erva-mate, o
momento ¢ de grande demanda, com ganhos importantes para os
produtores rurais, passando a ser uma atividade importante
principalmente para pequenas e médias propriedades. Neste contexto,
cresce a busca por novas tecnologias, visando o aumento da
produtividade.

A maior exigéncia dos consumidores por um produto de
qualidades especificas, em funcdo do seu objetivo de consumo, e dos
produtores, por materiais de melhor qualidade genética, conduz a
necessidade de aumento da produtividade, aliada a qualidade do
produto final. Assim, o conhecimento do germoplasma disponivel da
espécie ¢ fundamental para o delineamento de eficientes programas de
melhoramento genético (STURION & RESENDE, 2010).

Pela importancia da erva-mate, ¢ desejado que sejam
dedicados maiores esfor¢os na manuten¢ao de bancos de germoplasma,
de modo a se dispor de variabilidade genética suficiente para superar os
problemas que certamente virdo no futuro, em funcao da intensificacao
do cultivo (DANIEL, 2009).

A producgao sexuada de mudas de erva-mate apresenta uma
série de limitagdes e dificuldades, resultando em plantios com
desenvolvimento  heterogéneo, com reflexos negativos na

produtividade e qualidade do produto final, além de elevar o custo de



producdo das mudas e limitar a sequéncia dos programas de
melhoramento genético desta espécie. Esses problemas podem ser
minimizados, ou até solucionados, pela obtencdo de mudas por
propagacao vegetativa de individuos geneticamente superiores
(WENDLING, 2004; WENDLING & BRONDANI, 2015). Ressalta-se
que a utilizagdo de mudas produzidas a partir de sementes ja justifica,
por si s6, a variabilidade observada em ervais comerciais. Porém, no
caso da erva-mate, se soma o fato da obrigatoriedade da fecundacao
cruzada, pois trata-se de uma espécie dioica, ou seja, que apresenta
plantas femininas e plantas masculinas.

Dentre as técnicas de propagacdo vegetativa, a estaquia
apresenta-se como a mais vidvel devido a facilidade de execucdo,
podendo-se obter maior nimero de mudas em um menor periodo de
tempo, com custo menos elevado, € ndo apresenta problemas de
incompatibilidade de pega, como no caso da enxertia. Porém, os
protocolos de estaquia desenvolvidos para a propagacdo de erva-mate
tém apresentado uma série de limitacdes para sua adogcdo em escala
comercial (WENDLING & BRONDANI, 2015).

A sele¢do das plantas matrizes que servirdo de base para a
formacao dos plantios clonais ¢ de suma importancia para a qualidade
dos futuros plantios. Os critérios de sele¢do a serem utilizados sdo
variaveis conforme os objetivos de produgdo, e devem ser levados em
consideragdo aspectos basicos, como produtividade, resisténcia a
pragas e doencas, bem como aspectos mais especificos, como produgdo
de galho fino, sabor, tamanho de folha, queda de folha, capacidade de
enraizamento e composicao quimica (WENDLING & BRONDANI,
2015).



Dessa forma, evidencia-se a necessidade de caracterizacao
do germoplasma da espécie a fim de identificar gendtipos com
caracteristicas superiores, além de estudos de propagacdo vegetativa
destes materiais, aliados a conservagao in situ e ex situ do germoplasma.

Este trabalho foi conduzido com os seguintes objetivos:

e Caracterizar fenotipicamente gendtipos de erva-mate de
um erval comercial implantado com mudas obtidas a partir de sementes;

e Avaliar a divergéncia genética entre os genotipos atraveés
de técnicas multivariadas; e

e Verificar se ha variabilidade entre os genotipos quanto
ao potencial de enraizamento pela técnica da estaquia, visando

identificar potenciais plantas matrizes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erva-mate: aspectos gerais

A erva-mate ¢ uma espécie arborea pertencente a familia
Aquifoliaceae, que ocorre naturalmente no Brasil, Argentina, Uruguai
e Paraguai (CARVALHO, 2003). A area de distribuicdo da erva-mate
no Brasil compreende as regides centro-norte e Depressao Central do
Rio Grande do Sul, passando por quase toda Santa Catarina. Continua
avangando pelo centro-sul do Parana, estendendo-se a nordeste para
Sdo Paulo, limitando-se ai a uma pequena area situada na regido
sudeste. A partir do oeste do Parand, segue para o sul do Mato Grosso
do Sul, parte da Provincia de Misiones, na Argentina, ¢ a regido oriental
do Paraguai. Os nomes populares sao erva-mate, caaguagu, orelha-de-
burro, cad, erva-mate-de-talo-branco, erva-periquita, carvalho-branco,
mate, erva, em espanhol yerba-mate e em inglés maté (DANIEL, 2009).

O cultivo e a exploragdo de ervais nativos ¢ uma importante
atividade economica, principalmente de pequenas propriedades dos
estados do sul do Brasil (CARVALHO, 2003). Desta forma, a erva-
mate ¢ um dos principais produtos florestais ndo madeireiros do pais
(ALMEIDA et al., 2009).

Pela industrializagdo de suas folhas e ramos, obtém-se o
produto industrializado destinado a preparagao de uma bebida tonica e
estimulante, conhecida como cha de mate, chimarrdo ou tereré. Entre
suas qualidades medicinais e nutricionais, em especial, por seu alto
conteudo em vitamina A, apresenta efeito diurético, estimulante, e ¢

muito util em tratamentos de dieta e desintoxicacdo do organismo



(VIDOR et al., 2002). Ainda que seu principal consumo seja como
bebida tonica, a industria quimica e farmacéutica tem mostrado
interesse no uso da espécie para fabricagdo de medicamentos, tintas,
desinfetantes (WENDLING et al., 2007), desodorantes, corantes
(VIDOR et al., 2002), conservante de alimentos, produtos de higiene e
cosméticos (MACCARI & MAZUCHOWSKI, 2000).

O consumo da infusdo de erva-mate ¢ benéfico a satde
humana, pois atua na protegdo dos sistemas biologicos do estresse
oxidativo, além de agdes anticancerigenas e cardioprotetoras. Esses
beneficios estdo relacionados aos compostos fenolicos, que atuam
como antioxidantes, como a rutina e os acidos 5- cafeoilquinico e
caféico. Além dos compostos fenolicos, tém-se a cafeina, a teobromina,
a teofilina e as metilxantinas presentes na erva-mate, que estimulam o
sistema nervoso central (DUTRA, 2009).

A altura das plantas ¢ varidvel. Quando cultivada
comercialmente, oscila de 3 a 5 m, mas naturalmente pode atingir até
30 m e 100 cm de diametro a altura do peito (DAP) na idade adulta. As
folhas sdo simples, alternas, geralmente estipuladas, subcoridceas até
coriaceas, glabras, verde-escuras na face adaxial e mais claras na face
abaxial, limbo foliar obovado, comumente com 5 a 10 cm de
comprimento, por 3 a 4 cm de largura, com margem irregularmente
serrilhada, nervuras laterais pouco impressas na face adaxial e salientes
na face abaxial e com peciolo relativamente curto, medindo de 7 a 15
mm de comprimento (CARVALHO, 2003).

E uma planta de fecundagio cruzada. Suas flores sio
diclinas, nas quais ha abortamento do pistilo (flores masculinas ou

estaminadas), ou a ndo funcionalidade dos estames (flores femininas ou
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pestiladas). O periodo de floragdao ocorre, no Rio Grande do Sul, de
setembro a outubro; no Parana e¢ em Santa Catarina, de setembro a
novembro; ¢ em S3ao Paulo em novembro (CARVALHO, 2003). Os
frutos sao drupas, vermelhas a ptrpuras, globosas, lisas, com sementes
duras. Amadurecem entre janeiro € mar¢o (LORENZI, 2014).

As sementes da erva-mate apresentam, por ocasido da
coleta, embrido imaturo e endocarpo lenhoso, necessitando de
tratamento para germinacdo. A estratificacio ¢ utilizada para
uniformizar o processo de germinacao e consiste na utilizacdo de uma
camada de areia (5 cm) de granulagdo média, uma camada de sementes
(2,5 cm) e novamente uma camada de areia (5 cm), mantendo-se
umidade por cerca de quatro a seis meses (STURION & RESENDE,
2010).

2.2 Propagacao da erva-mate

2.2.1 Método sexual

A producdo de mudas de erva-mate geralmente ¢ feita a
partir de sementes, devido a maior facilidade de produ¢do, dominio
desta tecnologia pelos produtores e utilizagdo de estruturas de menor
custo, se comparada a propagacdo vegetativa. Porém, dificuldades para
a quebra de dorméncia e germinagao, longo periodo para produ¢do das
mudas, ocorréncia de plantas que nao produzem ou produzem poucas
sementes, ¢ a producdo de mudas com caracteristicas diferentes da
planta matriz, sdo algumas desvantagens da producdo via sexuada

(WENDLING & BRONDANI, 2015).



11

A reproducao sexual da erva-mate inicia normalmente aos
cinco anos de idade (CARVALHO, 2003). A época ideal para a coleta
dos frutos ¢ entre fevereiro e marco, quando apresentam coloragdo
avermelhada a roxa. Cerca de 99% dos embrides estdo imaturos na
época da colheita e levam de 90 a 180 dias para completar sua
maturacdo. A porcentagem de germinacgdo ¢ muito variavel (4% a 92%)
e quando ndo se utiliza o processo de estratificacdo a germinagdo ¢é
desuniforme (STURION & RESENDE, 2010). Mudas produzidas por
sementes resultam em plantios heterogéneos e, consequentemente, de
baixa qualidade da produgcdo (FOWLER & STURION, 2000). Esses
problemas podem ser minimizados ou até solucionados pela obtengao
de mudas via propagagdo vegetativa de individuos geneticamente

superiores (WENDLING, 2004).

2.2.2 Metodo vegetativo

A propagacdo vegetativa ou assexuada consiste em obter
novas mudas a partir de partes da planta, células, tecidos, 6rgaos ou
propagulos, de modo a gerar individuos geneticamente idénticos a
planta matriz. Baseia-se na capacidade que certas estruturas vegetativas
possuem de formar um novo individuo completo (FERRARI et al.,
2004; WENDLING et al., 2005).

Dentre as vantagens desse método de propagacao de plantas
esta a possibilidade de selecdao de gendtipos superiores ou com alguma
caracteristica distinta, o alcance de populagdes uniformes, a facilidade
de propagacdo, a antecipacdo do inicio da fase reprodutiva

(precocidade), a possibilidade da combina¢ao de mais de um genétipo



12

(enxertia) e o maior controle nas fases de desenvolvimento
(HARTMANN et al.,, 2011). A erva-mate pode ser propagada
assexuadamente por enxertia, micropropagacdo, estaquia e
miniestaquia (WENDLING et al., 2009).

A enxertia ¢ utilizada especialmente para reduzir o porte
das plantas e antecipar a floracdo e frutificagdo. Em erva-mate ¢
utilizada como método de multiplicacdo de clones e para a indugdo do
rejuvenescimento, por intermédio de enxertias sucessivas, para obter
uma maior porcentagem de estacas enraizadas (STURION &
RESENDE, 2010). Os melhores resultados para a erva-mate vém sendo
obtidos pela enxertia por garfagem (WENDLING & BRONDANI,
2015). Porém, mesmo que seja viavel, ha decréscimo na sobrevivéncia
das plantas enxertadas em campo, em fun¢ao do ntimero de dias apos a
enxertia, € comportamentos distintos na porcentagem de sobrevivéncia
dos enxertos ap6s 90 dias, bem como nos niveis de crescimento dos
brotos (DOMINGOS & WENDLING, 2006).

Para genotipos selecionados que apresentam limitagdes na
capacidade para propagacdo vegetativa por outro método, a enxertia
pode vir a ser uma opg¢do para implantagao de plantios comerciais.
Porém, para isso precisam ser desenvolvidos estudos buscando avaliar,
além dos métodos de enxertia, os efeitos da origem do material
propagativo dentro da planta matriz no crescimento e desenvolvimento
das plantas formadas (WENDLING, 2004).

A micropropagag¢do ¢ uma técnica de propagacgao de plantas
que possibilita a obtengdo de grande numero de individuos a partir de
poucas matrizes, em curto espago de tempo ¢ em reduzida area de

laboratério. Porém, o uso da micropropagagdo na producdo comercial
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de mudas de muitas espécies florestais ainda nao se justificou técnica e
economicamente (DUTRA & SILVA, 2009). Um dos principais
problemas na micropropagacdo da erva-mate refere-se aos elevados
indices de contaminacdo durante a fase de estabelecimento de
explantes, o que acarreta em baixa porcentagem de estabelecimento
(WENDLING & BRONDANI, 2015). Dutra & Silva (2009), em estudo
visando o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de erva-mate,
ndo observaram diferenga significativa entre meios de cultura, mas
verificaram altas taxas de contaminacdo, o que resultou em
porcentagem maxima de sobrevivéncia dos explantes de 5,25%. Os
autores ressaltaram que inumeros trabalhos foram desenvolvidos com
micropropaga¢do de erva-mate no Brasil, alguns com resultados

satisfatorios, porém ainda ndo ha otimizacao do processo.

2.2.2.1 Estaquia

A técnica de estaquia consiste na producdo de mudas a
partir de propagulos (ramo, raiz ou folha) coletados de uma planta
matriz, selecionada de acordo com suas caracteristicas de produtividade
e qualidade. As mudas assim obtidas apresentam as mesmas
caracteristicas  genéticas da planta matriz (WENDLING &
BRONDANI, 2015). Esta técnica apresenta algumas vantagens, tais
como: maior uniformidade dos plantios; rapidez nos programas de
melhoramento genético; possibilidade de gerar clones mais produtivos
e com qualidades dirigidas as necessidades do mercado consumidor; e

maior numero de mudas por planta matriz (DANIEL, 2009).
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A produgdo comercial de plantas por estaquia assegura
maior ganho genético e permite uma producdo ilimitada de plantas
selecionadas, que podem ser adaptadas para fins muito especializados
dentro do programa de melhoramento (FERRARI et al., 2004). Um dos
fatores que tem limitado o seu uso em escala comercial ¢ a grande
variagdo nos resultados obtidos em experimentos, tornando-os
inconclusivos (DANIEL, 2009).

A viabilidade da utilizagdo da estaquia para a producao de
mudas ¢ possivel devido a dois aspectos fundamentais, que sdo a
desdiferenciacdo, processo pelo qual células de um tecido ja
diferenciado retornam a atividade meristematica e originam um novo
ponto de crescimento, e a totipoténcia, capacidade de uma célula
vegetal originar um novo individuo, uma vez que contém toda a
informacao genética necessaria para reconstituir todas as partes da
planta e suas fungdes (FACHINELLO et al., 2005).

As raizes formadas nas estacas sdo uma resposta ao
traumatismo produzido pelo corte quando do preparo da estaca. Apds o
corte ocorre a formacdo de uma capa de suberina que reduz a
desidratacdao na area danificada para fins de cicatrizagdo. Geralmente,
nessa area, ocorre a formacdo de uma massa de células
parenquimatosas, que constituem um tecido cicatricial pouco
diferenciado, denominado calo (FACHINELLO et al., 2005). A
formacdo de calo indica condigdes favoraveis ao enraizamento, uma
vez que as exigéncias sdo as mesmas. Comumente ¢ relatada a formagao
de raizes a partir dos calos, porém a formacdo do calo e de raizes ¢

independente (HARTMANN et al., 2002).
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As células que se tornam meristematicas dividem-se e
originam os primoérdios radiciais. Apos, células adjacentes ao cambio e
ao floema iniciam a formagdo de raizes adventicias, que pode ser
dividida em duas fases, sendo a primeira de iniciagdo, caracterizada
pela divisdo celular, seguida pela fase de diferenciagao das células num
primérdio radicial, que resulta no crescimento da raiz adventicia
(FACHINELLO et al., 2005).

O enraizamento de estacas ¢ determinado por fatores
internos, como a condig¢do fisioldgica e a idade da planta matriz, a época
do ano, o tipo de estaca, o potencial genético de enraizamento e o
balanco hormonal; e por fatores externos, como umidade, temperatura,
luz, tipo de substrato, tratamento com fitorreguladores e lesdao na base
da estaca (PAIVA & GOMES, 2005; FACHINELLO et al., 2005).

A condicao fisiologica da planta matriz afeta fortemente o
enraizamento e se refere ao conjunto das caracteristicas internas da
planta, como contetido de agua e o teor de reservas e nutrientes, quando
da coleta das estacas (FACHINELLO et al., 2005).

Tem-se observado que reservas mais abundantes de
carboidratos correlacionam-se com maiores porcentagens de
sobrevivéncia e enraizamento de estacas (FACHINELLO et al., 2005;
STENVALL et al., 2009), enfatizando a importancia do contetdo
endogeno de carboidratos para o sucesso na clonagem de gendtipos
selecionados (WENDLING et al., 2013). A importancia dos
carboidratos esta no fato de que a auxina requer uma fonte de carbono
para a biossintese dos &cidos nucléicos e proteinas para a formacao das

raizes (FACHINELLO et al., 2005).



16

Estacas colhidas da mesma planta matriz e submetidas aos
mesmos tratamentos apresentam diferentes porcentagens de
enraizamento, em diferentes épocas do ano. Isto estd diretamente
relacionado ao teor de carboidratos armazenados na planta matriz
(PAIVA & GOMES, 2005). Também a presenca de folhas e gemas nas
estacas ¢ importante para o estimulo do enraizamento, devido a
produgdo de auxinas e fotoassimilados, garantindo o suprimento de
energia (IRITANI & SOARES, 1981; HIGA, 1983; PAIVA &
GOMES, 2005), e de cofatores de enraizamento (FACHINELLO et al.,
2005).

A época de coleta das estacas tem papel importante na
capacidade de enraizamento, pois estacas coletadas no periodo de
crescimento  vegetativo (primavera/verao) apresentam-se mais
herbaceas e, em geral, mostram maior capacidade de enraizamento.
Estacas coletadas no periodo de repouso vegetativo (inverno)
apresentam-se mais lignificadas e tendem a enraizar menos. Por outro
lado, estacas menos lignificadas (herbaceas e semilenhosas) sdo mais
propicias a desidratagao e a morte, requerendo um manejo adequado em
relagcdo ao ambiente (FACHINELLO et al., 2005).

O enraizamento de estacas também ¢ controlado por fatores
intrinsecos ao genotipo, pois a variabilidade intraespecifica na
habilidade das estacas em formar raizes ¢ significativa (DANIEL,
2009), o que se confirma para a erva-mate (TAVARES, 1992; PRAT
KRIKUN et al., 1983; CORREA, 1995; STURION & RESENDE,
1997; SANTOS, 2011; HETTWER, 2013).

A formacao de raizes adventicias deve-se a interacdo de

fatores existentes nos tecidos e a translocagdo de substancias, como os
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fitohormdnios, em especial as auxinas. A auxina ¢ sintetizada nas
gemas apicais e folhas novas, de onde ¢ translocada para a base da
planta por um mecanismo de transporte polar. O acido indolacético
(AIA) ¢ a auxina natural que ocorre nas plantas. O acido indolbutirico
(AIB) e o acido naftalenoacético (ANA) sdo as auxinas sintéticas mais
comumente utilizadas na indu¢do do enraizamento em estacas
(FACHINELLO et al., 2005).

Hartmann et al. (2002) destacam que os niveis de AIA nas
plantas s3o varidveis, sendo afetados por fatores como a idade
fisioldgica do 6rgdo e da planta, as condigdes ambientais e a parte da
planta. Salienta que o AIB, embora menos abundante que o AlA,
também ¢ natural.

Além das auxinas, atuam na formacdo das raizes os
cofatores de enraizamento, que sdao substancias de ocorréncia natural
que agem sinergicamente com as auxinas na indugdo do enraizamento.
Também sdo sintetizados em gemas e folhas jovens, em maior
quantidade em estacas coletadas de plantas jovens, e transportados pelo
floema (HARTMANN et al., 2002; FACHINELLO et al., 2005).
Compostos fendlicos como os monofendis, e especialmente os difendis,
tem sido indicados como cofatores de enraizamento (GOULART et al.,
2011).

Tarrag6 et al. (2005) observaram que todos os flavondides
testados afetaram o processo de enraizamento em erva-mate, € que a
aplicacdo exdgena de quercetina aumentou a porcentagem de
enraizamento e melhorou a distribui¢do de raizes no entorno das estacas

de plantas com 20 anos de idade.
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A manuten¢do de condigOes ambientais favoraveis ¢
fundamental para o enraizamento de estacas. O ambiente de propagac¢ao
deve proporcionar: a) manutencdo de uma atmosfera com baixa
demanda evaporativa, minimizando as perdas de agua das estacas por
transpiracdo e evitando perda de agua excessiva nos tecidos; b)
manutencdo de temperaturas adequadas para favorecer o processo de
regeneragdo na base das estacas e evitar estresse térmico pelas folhas; e
¢) manuten¢do de niveis de radiagdo adequados para que as estacas
mantenham a taxa fotossintética e a producdo de carboidratos, sem
causar estresse hidrico (HARTMANN et al., 2002).

A umidade ¢ um fator de grande importancia na propagacao
por estaquia, pois para que ocorra a divisao celular é necessario que as
células se mantenham targidas. A presenca de folhas nas estacas ¢
muito importante para a formacgao das raizes, porém o potencial de
perda de 4agua pela transpiragao ¢ muito grande, principalmente quando
ainda ndo houve a formacao de raizes. A perda de 4gua ¢ uma das
principais causas de morte das estacas. Por isso, a manuten¢do da
umidade relativa do ar em torno de 80 a 100% permite que os tecidos
mantenham a turgescéncia, principalmente para estacas de espécies que
necessitam de um periodo maior para a formagao das raizes, e quando
sao utilizadas estacas com folhas ou herbaceas. A utilizagdo de um
sistema de nebulizacdo intermitente possibilita a formac¢do de uma fina
pelicula de agua sobre as folhas, reduzindo a transpiragdo e mantendo
uma temperatura adequada (PAIVA & GOMES, 2005; FACHINELLO
et al., 2005).

A temperatura ¢ importante para a indugdo,

desenvolvimento e crescimento das raizes. Porém, temperaturas
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elevadas aumentam a taxa de transpiracao, levando ao murchamento da
estaca (PAIVA & GOMES, 2005; FACHINELLO et al., 2005). Além
disso, temperaturas do ar elevadas tendem a promover o surgimento de
brotacdes antes de ocorrer o enraizamento, aumentando a perda de
agua. A temperatura média ideal para a propagacao ¢ cerca de 18 a 25
°C, para espécies de clima temperado, e 7 °C maior para espécies de
clima quente. E importante que se mantenha a umidade do ar adequada,
permitindo temperaturas mais elevadas no substrato que no ar,
aumentando a atividade na base da estaca (HARTMANN et al., 2002).

A luz ¢ fundamental para a fotossintese como fonte de
energia. Os produtos da fotossintese, principalmente carboidratos e
auxinas, sdo importantes para a inducdo do enraizamento e o
crescimento das raizes (HARTMANN et al., 2002). Além disso, esta
relacionada com a degradacdo de compostos fotolabeis, como as
auxinas. Comumente, plantas matrizes que sao mantidas sob baixa
intensidade luminosa possibilitam maiores taxas de enraizamento de
estacas, possivelmente devido a preservacao dos teores endogenos de
auxina e outras substancias. Na regido basal das estacas o ambiente
deve ser mantido escuro. Em espécies de dificil enraizamento, o
estiolamento dos ramos a serem estaqueados ¢ uma técnica que pode
proporcionar resultados mais satisfatorios (FACHINELLO et al.,
2005).

Além da fun¢do de sustentacdo das estacas, o substrato
influencia na disponibilidade de agua e oxigénio no meio, exercendo
efeito positivo no processo fisioldgico do enraizamento (OLIVEIRA et
al., 2003b). O oxigénio ¢ imprescindivel para atender a respiragdo

resultante dos processos de formacdo de calos e raizes. Algumas
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espécies enraizam com facilidade em diversos substratos, porém em
plantas de dificil enraizamento, o substrato pode influir no
enraizamento e na qualidade das raizes formadas. Os substratos mais
frequentemente usados sdo a vermiculita, turfa, serragem, areia, casca
de arroz carbonizada, moinha de carvao, solo, entre outros, puros ou
misturados (PAIVA & GOMES, 2005; FACHINELLO et al., 2005).

Wendling (2004) enfatiza a necessidade de pesquisas com
substratos visando a melhoria do enraizamento de propagulos de erva-
mate, destacando a vermiculita, a serragem, a casca de arroz
carbonizada, a casca de Pinus sp. semi-decomposta e misturas desses
substratos. Ressalta que as condi¢des de manejo, principalmente
hidrico, devem ser testadas, uma vez que os substratos apresentam
diferentes capacidades de retengdo de agua e, consequentemente,
diferentes potenciais de promogado do enraizamento.

Brondani et al. (2007) verificaram que o substrato casca de
arroz carbonizada + substrato a base de casca de Pinus sp. e vermiculita
(1:1 v/v) € aconselhado para ser usado para o enraizamento de
miniestacas de erva-mate oriundas de material juvenil, tanto em casa de
vegetacdo com controle de umidade e temperatura quanto em casa de
vegetacao sem controle. Quadros (2009) observou que os substratos
casca de arroz carbonizada e substrato comercial a base de casca de
Pinus sp. sdo indicados para o enraizamento de microestacas de erva-
mate.

Alguns tratamentos podem ser feitos nas estacas a fim de
estimular a formacdo de raizes, podendo-se citar a lesdo na base da

estaca e a aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento.
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Lesdes na base da estaca sao benéficas para o enraizamento
de estacas de certas espécies, especialmente quando se encontram mais
lignificadas na base. Apos a lesdo, ocorre a formagdo do calo e o
enraizamento frequentemente ocorre nas margens da lesdo. Isto €
devido a um incremento na taxa respiratoria, nos teores de auxina,
carboidratos e etileno na area lesionada. As lesdes permitem maior
absorcdo de 4gua e de reguladores de crescimento aplicados. Em
algumas espécies, permitem o rompimento de anéis de esclerénquima,
que sdao uma barreira fisica para a emissdo das raizes adventicias
(HARTMANN et al., 2002).

A aplicacdo de auxina exdgena em estacas provoca um
efeito estimulador na formagao de raizes até um valor maximo, a partir
do qual qualquer acréscimo na concentracdo de auxinas tem efeito
inibitorio (FACHINELLO et al., 2005).

Em plantas de dificil enraizamento, como a erva-mate, ¢
necessdaria a aplicagdo de reguladores de crescimento para obtencao de
raizes, aumentando o numero, a qualidade e a uniformidade das mesmas
(WENDLING, 2004). O AIB (4cido indolbutirico), na forma liquida ou
em po, na concentracdo de 6.000 mg L', é o mais indicado para uso no
enraizamento de estacas de erva-mate (WENDLING & BRONDANI,
2015). O uso de AIB em diferentes concentragdes tem se mostrado
eficiente na inducdo do enraizamento de erva-mate quando utilizadas
as técnicas de estaquia (IRITANI & SOARES, 1981; GRACA et al.,
1988; INOUE & PUTTON, 2007; HORBACH, 2008; SANTOS, 2011;
HETTWER, 2013), miniestaquia (BRONDANI et al., 2008) e
microestaquia (QUADROS, 2009).
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2.3 Caracterizacdo do germoplasma de erva-mate

O melhoramento  genético de plantas contribui
sobremaneira para o aumento da producdo em diversas espécies de
grande importancia econdmica e/ou social. Esses aumentos na
producdo resultam da obten¢do de novos gendtipos, que apresentam
rendimentos mais elevados, adaptados a diversas condi¢des ecoldgicas,
muitas das vezes adversas, e resistentes a pragas e doengas. A base do
melhoramento genético de qualquer espécie esta na sua diversidade
genética, o que reflete em respostas a melhores praticas agronomicas e
resisténcia ou tolerdncia a diversos fatores bidticos e abidticos. A
diversidade contida em um germoplasma deve ser protegida contra
eventuais perdas e garantir sua utilizagdo para o aumento da
produtividade. Os recursos genéticos vegetais sdo um reservatorio
natural de genes com potencial de uso para a produgdo sustentavel de
géneros essenciais @ humanidade, tais como alimentos, fibras e
medicamentos (SOUZA et al., 2009).

Germoplasma pode ser definido como toda base fisica do
material genético que retne o conjunto de materiais hereditarios de uma
espécie (SALOMAO, 2010).

Ja, banco de germoplasma ¢ conceituado como sendo o
repositorio no qual se armazena a variabilidade genética de uma ou de
varias espécies. Geralmente, consiste em base fisica onde o
germoplasma ¢ conservado, podendo estar localizado em centros de
pesquisa ou institui¢des publicas e privadas, que conservam as cole¢des
de germoplasma sob a forma de sementes, explantes in vitro ou plantas

a campo (FERREIRA, 2011).
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No caso da erva-mate, como grande parte da exploracao
econdmica se da pelo extrativismo, a maioria do germoplasma existente
jamais foi avaliada ou utilizada. Esses fatos, aliados a grande
devastacao que vem sofrendo as florestas naturais que constituem a area
de ocorréncia natural de erva-mate, faz com que os programas de
conservagdo de recursos genéticos da espécie assumam grande
importancia e prioridade, como forma de garantir a sua utilizacao futura
(STURION & RESENDE, 2010).

Segundo Sturion & Resende (2010) ha variabilidade
fenotipica em populacdes de erva-mate, principalmente quanto a cor do
peciolo (roxo, branco ou amarelo), tamanho da folha, presenga ou nao
de pilosidade nas folhas e susceptibilidade a abscisao foliar. Assim, em
uma populacdo, geralmente sdo observadas gradacdes entre os
diferentes tamanhos de folhas e cores do talo.

Hettwer (2013), em seu estudo com erva-mate Cambona 4,
objetivando analisar a variabilidade fenotipica relativa a folhas e ramos,
verificou que as mudas obtidas pelo método convencional, a partir de
sementes, mesmo com a restrigdo do cruzamento entre apenas uma
genitora feminina e um genitor masculino, originaram um erval com

variabilidade fenotipica.

2.3.1 A analise multivariada na avaliacdo do germoplasma

O estudo de diversidade genética ¢ o processo pelo qual a
variagdo entre individuos, grupos de individuos ou populagdes, ¢é
analisada por um método especifico ou uma combinagdao de métodos

(MONTEIRO et al., 2010). A divergéncia genética ¢ um dos mais
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importantes parametros avaliados por melhoristas de plantas na fase
inicial de um programa de melhoramento genético (RODRIGUES et
al., 2010).

A diversidade genética pode ser quantificada por diversas
metodologias, entre as quais, a andlise multivariada, que permite
verificar a dissimilaridade no germoplasma, representar a relagdo entre
as subamostras por dendrogramas ou graficos de dispersao, e identificar
0s caracteres com maior contribui¢do para a divergéncia genética,
dentre outras aplicagdes (SCHEFFER-BASSO et al., 2012). O
principio consiste em resumir um grande nimero de caracteristicas em
um grupo menor, ¢ suas dispersdes em graficos no espago bi ou
tridimensional através de suas distancias, facilitando a analise de dados
(CRUZ & REGAZZI, 2001).

Caracteres morfoagronomicos, bioquimicos, citogenéticos
e moleculares sdao utilizados para caracterizagdo da variabilidade
genética entre e dentro de populacdes naturais e bancos de
germoplasma (BOREM & MIRANDA, 2005). A utilizagdo da distancia
genética por meio de caracteres fenotipicos representa uma técnica
auxiliar de grande importancia nos programas de melhoramento
genético, fornecendo informagdes uUteis na caracterizagdo, conservagao
e utilizac@o dos recursos genéticos disponiveis (BERTAN et al., 2006).
Em erva-mate, Rosse & Fernandes (2002) avaliaram caracteres
morfoagrondmicos a fim de escolher caracteres de mais facil
mensuragao, sujeitos a menos erros, € que se mostrassem associados ao
caractere peso de massa verde, para o melhoramento genético da

espécie.
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A andlise multivariada ¢ utilizada com frequéncia em
estudos de variabilidade genética em diversas culturas, como
pessegueiro (Prunus persica) (SILVA et al, 2014), erva-mate
Cambona 4 (HETTWER, 2013), aveia (Avena spp.) (SCHEFFER-
BASSO et al., 2012), mamoneira (Ricinus communis) (RODRIGUES
et al., 2010), feijao (Phaseolus vulgaris L.) (CARGNELUTTI FILHO
et al., 2008), trigo (Triticum aestivum L.) (BERTAN et al., 2006),
pimenta e pimentio (Capsicum spp.) (SUDRE et al., 2005), tomateiro
(Lycopersicon esculentum) (KARASAWA et al.,, 2005), algodao
(Gossypium spp.) (CARVALHO et al., 2003), entre outros.

Estudos de divergéncia genética em erva-mate utilizando
caracteres moleculares foram desenvolvidos entre populacdes naturais
(CANSIAN, 2003; DIAZ et al, 2013; GAUER & CAVALLI-
MOLLINA, 2000), entre procedéncias (VIDOR et al., 2002), entre
procedéncias e progénies (WENDT et al., 2007), e em germoplasma
selvagem (CASCALES et al., 2014).

Varios métodos podem ser utilizados para avaliar a
divergéncia genética. Entre esses, os mais empregados sdao: a analise
por componentes principais, quando os dados sdo obtidos de
experimentos sem repeticoes; a analise por variaveis canonicas, quando
os dados sdo obtidos de experimentos com repeti¢des; e os métodos de
agrupamento, cuja aplicagdo depende da utilizagdo de uma medida de
dissimilaridade previamente estimada (OLIVEIRA et al., 2003a).

Os métodos de agrupamento ou aglomerativos (métodos
hierarquicos e de otimizagdo) baseados em medidas de dissimilaridade
(distancia generalizada de Mahalanobis, distincia euclidiana e distancia

euclidiana media) tém sido bastante utilizados (MOREIRA et al.,
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2005). A distancia generalizada de Mahalanobis necessita de repeti¢des
para ser estimada, ja a distancia euclidiana pode ser estimada tomando-
se por base dados sem repeticdes (CARVALHO et al., 2003), como € o
caso deste estudo, tornando-se viavel sua aplicacao.

As técnicas de andlise de agrupamento t€ém por objetivo
dividir, seguindo-se algum critério de similaridade ou dissimilaridade,
um grupo original de observacdes em varios outros grupos (CRUZ et
al., 2004), de forma a obter homogeneidade dentro e heterogeneidade
entre os grupos (BERTAN et al., 2006), sendo adequada para identificar
os genotipos divergentes e com maior probabilidade de sucesso nos
cruzamentos (CARGNELUTTI FILHO et al., 2008).

Nos métodos hierarquicos os genotipos sdo agrupados por
um processo que se repete em varios niveis, sendo estabelecido um
dendrograma, sem preocupagdo com o numero Otimo de grupos
(BERTAN et al., 2006). Nos métodos de otimizac¢ao, os grupos sao
estabelecidos aperfeicoando determinado critério de agrupamento,
diferindo dos métodos hierarquicos pelo fato de os grupos formados
serem mutuamente exclusivos. Um dos métodos de otimizacao mais
utilizados no melhoramento genético ¢ o de Tocher, que parte da
premissa de que a média das medidas de dissimilaridade dentro de cada
grupo deve ser menor que as distancias médias entre grupos (CRUZ &
REGAZZI, 2001).

A analise de componentes principais possibilita redugao do
numero de varidveis através de critérios objetivos, permitindo a
construcdo de graficos bidimensionais contendo maior informagdo
estatistica. E utilizada também como critério para julgar a importancia

das proprias variaveis originais escolhidas, ou seja, as variaveis com
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maior peso na combinagao linear dos primeiros componentes principais
sdo as mais importantes do ponto de vista estatistico (MOITA NETO &
MOITA, 1998). O produto final da andlise de componentes principais
¢ um grafico em que a variacdo entre amostras ou entre variaveis ¢
representada em dois eixos cartesianos. Quanto mais proximas duas
varidveis no grafico, maior a correlagdo entre elas, e quanto maior a
proximidade de duas amostras, significa maior semelhanga entre elas

em relacdo as variaveis estudadas (RICCI et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho consistiu de dois estudos: 1) Divergéncia
genética em germoplasma de erva-mate com base em caracteres

fenotipicos; 2) Propaga¢do por estaquia de gen6tipos de erva-mate.

3.1 Estudo 1 — Divergéncia genética em germoplasma de erva-mate

com base em caracteres fenotipicos

3.1.1 Material vegetal

A pesquisa, de carater descritiva, foi realizada em trinta
gendétipos de erva-mate (Figuras 1, 2, 3 e 4), dez plantas femininas e
vinte masculinas (Tabela 1), pré-selecionados em um erval comercial,
com base em caracteristicas fenotipicas diferenciadas, como morfologia
foliar, porte da planta e volume de folhas, vislumbrando tornarem-se
possiveis matrizes.

O erval, com 12 anos de idade, foi implantado com mudas
propagadas a partir de sementes, no espacamento de 2,5 m entre plantas
na linha e 3,0 m entre linhas. A ltima colheita das plantas havia sido

feita em novembro de 2013, no sistema de poda dréstica.
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Tabela 1 — Expressao sexual dos trinta gendtipos de erva-mate. Mato
Castelhano, RS, 2015

Genotipo Expressao sexual
Gl Masculina
G2 Masculina
G3 Masculina
G4 Feminina
G5 Masculina
G6 Feminina
G7 Feminina
G8 Feminina
G9 Masculina
G10 Feminina
Gl11 Feminina
Gl12 Feminina
GI13 Masculina
Gl4 Masculina
G15 Feminina
Gl6 Masculina
G17 Feminina
G18 Masculina
G19 Masculina
G20 Masculina
G21 Feminina
G22 Masculina
G23 Masculina
G24 Masculina
G25 Masculina
G26 Masculina
G27 Masculina
G28 Masculina
G29 Masculina

G30 Masculina




30

otipos 1 a 9 selecionados em um erval comercial localizado em Mato

Castelhano, RS

Gen

Figura 1-

2015.
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Figura 2 — Genotipos 10 a 18 selecionados em um erval comercial localizado em Mato
Castelhano, RS, 2015.
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Figura 3 — Gen6tipos 19 a 27 selecionados em um erval comercial localizado em Mato
Castelhano, RS, 2015.



Figura 4 — Genotipos 28 a 30 selecionados em um erval comercial localizado em Mato
Castelhano, RS, 2015.

3.1.2 Local e periodo

O erval esta localizado a S -28.27862 W -52.17279 (Figura
5), no municipio de Mato Castelhano, RS, na altitude de 724 m, na
regido do Planalto Médio, com clima do tipo Cfa, segundo a
classificagdo climatica de Koppen, imido em todas as esta¢des do ano,
com chuvas bem distribuidas e verdao quente (KUINCHTNER &
BURIAL, 2001). As avaliagdes foram feitas em setembro de 2015.

3.1.3 Procedimentos

A avaliacdo dos genoétipos foi feita com base em 11
caracteres: 1) Ramos: numero de folhas por metro linear de ramo e
distancia entre folhas; 2) Folhas: comprimento, largura, area foliar, area
foliar especifica, teor de clorofila a, b e total, massa fresca e seca.

Os ramos foram caracterizados in Situ, a partir de uma

amostra de oito ramos de médio vigor por planta, dois ramos em cada
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quadrante da planta. Na extensdo de 0,5 m do ramo, sem considerar o
segmento apical, foi contado o numero de folhas e, por divisdo,
determinada a distdncia entre folhas (comprimento dos entrenos) e
estimado o nimero de folhas por metro linear de ramo.

A caracterizacao das folhas foi feita a partir de uma amostra
de quarenta folhas por planta, coletadas cinco folhas de cada um dos
oito ramos. Apo6s, as folhas foram umedecidas com pulverizador
manual, colocadas em saco de polietileno fechado e transportadas em
caixas de isopor com gelo para o Laboratorio de Virologia Vegetal da
FAMV/UPF.

No laboratério foi utilizada uma régua para medir o
comprimento e a largura das folhas, considerando apenas o limbo. A
area foliar foi determinada com um integrador de area foliar LI-COR,
modelo LI-3000. A area foliar especifica foi obtida pela divisdo do
valor da 4rea foliar pelo valor de massa seca. Os teores de clorofila a, b
e total foram determinados utilizando um clorofilémetro Falker modelo
CFL 1030 realizando-se a medicdo no ter¢o apical do limbo foliar.
ApOs a determinacao da massa fresca, as folhas foram acondicionadas
em sacos de papel e mantidas em estufa a 60 °C, até estabilizar a massa,
para a avaliagdo da massa seca. As pesagens de massa fresca e seca

foram realizadas em balanca eletronica com precisdao de 0,001 g.

3.1.4 Analise dos dados

A analise dos dados foi feita inicialmente por estatistica

descritiva, determinando-se a média + desvio padrao dos trinta

genotipos.
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Para avaliar a diversidade entre os genotipos, foram
utilizadas as técnicas multivariadas de andlise de componentes
principais e métodos de agrupamento. Foi gerada a matriz de distancia
euclidiana média padronizada (D), a ser utilizada como medida de
dissimilaridade para testar os métodos hierarquicos de agrupamento de
ligacdo simples (vizinho mais proximo), ligacdo completa (vizinho
mais distante), Ward e ligagdo média entre grupos (UPGMA), e método
de otimiza¢do de Tocher. De todos os métodos hierarquicos de
agrupamento foi calculado o coeficiente de correlagdo cofenética
(CCC) para escolha do melhor método de agrupamento, além da
avaliacdo visual do dendrograma. Foi obtida a contribuigao relativa dos
caracteres para a divergéncia genética pelo método de Singh (1981). As
andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa Genes

(CRUZ, 2013).

Figura 5 — Localizagdo do erval. Mato Castelhano, RS, 2015.
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3.2 Estudo 2 — Propagacao por estaquia de gendtipos de erva-mate

3.2.1 Material vegetal

Os trinta genotipos de erva-mate caracterizados no Estudo
1, selecionados em um erval comercial implantado com mudas
produzidas a partir de sementes, foram avaliados quanto ao potencial
de enraizamento de estacas, considerando que, para se tornarem
potenciais plantas matrizes um dos requisitos fundamentais ¢ a
satisfatoria resposta na utilizagdo da técnica. Foram utilizadas estacas
apicais semilenhosas de plantas que haviam sido colhidas no sistema de
poda drastica hd 21 meses (novembro de 2013), portanto, submetidas
ha um certo grau de rejuvenescimento por conta da forma e intervalo

de tempo entre colheitas.

3.2.2 Local e periodo

A estaquia foi realizada em 15 de janeiro estendendo-se até
15 de maio, na Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAMYV) da Universidade de Passo Fundo (UPF), em Passo Fundo, RS,
municipio situado nas coordenadas 28°15” S e 52°24” O, altitude de 680
m, na regido do Planalto Médio do Rio Grande do Sul.

Segundo a classificacdo climatica de Koppen, o clima da
regido ¢ do tipo subtropical umido (Cfa), imido em todas as estacdes
do ano, com chuvas bem distribuidas e verdo quente (KUINCHTNER
& BURIOL, 2001).
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As estacas foram colocadas para enraizar em uma estufa
plastica revestida de polietileno de baixa densidade (PEBD) com 150
um de espessura, dotado de aditivo antiultravioleta, e cortinas laterais
do mesmo material. A estufa possuia sistema de nebulizacdo
intermitente, com linhas de irrigag¢do distanciadas de 1,5 m, com bicos
nebulizadores dispostos a cada 1 m. O sistema de nebulizagdo,
controlado por um timer, foi regulado para ser acionado em intervalos

de 8 minutos, com duragao do molhamento de 10 segundos.

3.2.3 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos consistiram nos trinta genotipos. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro

repeticoes e 12 estacas por parcela.

3.2.4 Procedimentos

A coleta das estacas herbéceas foi feita com tesoura de
poda, mantendo 3-4 folhas para reduzir a transpiragdo, umedecidas com
pulverizador manual, acondicionadas em sacos de polietileno e em
caixas de isopor com gelo, para transporte até o Laboratério de
Virologia Vegetal da FAMV-UPF.

No laboratoério, as estacas foram submetidas a desinfestagao
mediante imersdao, por cinco minutos, em solugdo de hipoclorito de
sodio 5%, e lavadas em dgua corrente. Posteriormente, as estacas foram
padronizadas com 10 cm, eliminando transversalmente o apice, e corte

em bisel na base, mantendo um par de folhas pela metade (Figura 6A).
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No preparo da solucdo de AIB, o produto puro
(CI12H13NO?2 - cristalino) da marca Sigma, foi dissolvido e diluido em
50% de alcool etilico 70 °GL, completando o volume com agua
destilada.

Na execucdo da estaquia foi feita a lesdo na base das
estacas, com raspagem da casca na extensdo de 2 cm utilizando um
canivete de enxertia, de forma bilateral, para exposi¢do do cambio e
melhor absor¢ao do AIB. A regido basal das estacas (em torno de 3- 4
cm) foi imersa por 10 segundos na solugio de 8.000 mg L' de AIB, e
plantadas a uma profundidade média de 4 cm, em tubetes plasticos de
46,5 mm x 46,5 mm de didmetro (quadrados) e 140 mm de
comprimento (140 c¢m?), utilizando como substrato casca de arroz
carbonizada. Os tubetes foram acondicionados em bandejas de 96
células (Figura 6B).

Para determinacdo dos aglcares soluveis totais, o extrato
bruto foi obtido pela homogeneizacdao de 200 g de matéria seca foliar
em cadinhos de porcelana, com auxilio de um pistilo. Para extragdo
utilizou-se 2 ml de tampao fosfato de potassio 0,2 M pH 6,7 (gelado)
seguido de centrifuga¢dao por 1,5 minutos a 3.000 rpm. Os agucares
soluveis totais foram determinados utilizando o método do 4cido fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). O meio de reacdo continha 10 pl do
extrato bruto, 990 pul de tampao fosfato de potéssio 0,2 M pH 6,7, 0,5
ml de fenol 5% e 2,5 ml de 4cido sulftrico concentrado. Apds agitagao
os tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos para a leitura da
absorbancia a 490 nm. As leituras foram comparadas com a curva
padrdo de glicose e os resultados expressos em mg de agucares totais/g

de massa seca.
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3.2.5 Avaliac0es e andlise estatistica

Semanalmente foram avaliadas as porcentagens de
sobrevivéncia e retencao foliar. Por ocorrer certa estabilidade dos dados
durante o periodo, considerou-se para a analise estatistica as avaliacdes
feitas aos 7, 14, 28, 42, 56, 70, 84, 98, 112 e 120 dias. Os dados foram
submetidos a analise de variancia considerando o delineamento parcela
subdividida com medidas repetidas no tempo, e as diferengas entre
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

Apdés 120 dias foram avaliadas a porcentagem de
sobrevivéncia, de retengdo foliar, de estacas enraizadas ¢ com calo,
comprimento das trés maiores raizes, massa fresca e seca de raizes. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, ¢ as diferengas
entre médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o
programa Genes (CRUZ, 2013).

Apo6s a avaliagdo, todas as estacas vivas, incluindo as que
haviam enraizado, mas cujas raizes foram retiradas para as avaliagoes,
foram recolocadas nos tubetes, sem aplicacdo de AIB, e mantidas de
maio a outubro para avaliar a capacidade de enraizar ou, para aquelas

que tiveram as raizes eliminadas, retomar o processo.
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Figura 6 — Estacas padronizadas com 10 cm, mantidas duas folhas pela metade (A);
vista geral da estaquia (B). Passo Fundo, RS, 2015.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo 1 — Divergéncia genética em germoplasma de erva-mate

com base em caracteres fenotipicos

4.1.1 Caracterizacao das folhas e ramos

A variabilidade entre genotipos de erva-mate, gerada pela
utilizacao de mudas obtidas a partir de sementes, permitiu a sele¢do, em
um pequeno erval comercial, de plantas com caracteristicas fenotipicas
diferenciadas quanto as caracteristicas das folhas e ramos.

O comprimento médio das folhas foi de 9,1 cm (Tabela 2).
Considerando a diferenca de 1 desvio padrao da média, o genotipo G7
(12,1 cm), seguido de G8 ¢ GI1 (10,7 e 11,0 cm), foram os que
apresentaram maior comprimento, ¢ G15, G16 e G26 menor
comprimento, entre 7,2 ¢ 7,8 cm. A largura média do limbo foliar foi
de 4,1 cm. Também o G7 (5,6 cm) apresentou a maior largura de folha,
seguido de G14, G18 e G27, entre 4,6 € 4,9 cm. O genotipo G2 revelou
menor largura (3,4 cm). A area foliar média foi de 25,8 cm? com
destaque para o G7 (49,7 cm?), que apresentou maior comprimento €
largura da folha, seguido do G11 (32,9 cm?), em razdo, principalmente,
do comprimento. Os gendtipos G2, G5, G15 e G16 revelaram menor
area foliar. As Figuras 7, 8, 9, 10 e 11 ilustram as folhas apresentadas

por cada genotipo avaliado.
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Tabela 2 — Caracteristicas de limbo foliar de trinta gendtipos de erva-
mate. Mato Castelhano, RS, 2015

Folhas
] Area foliar
Gendtipo  Comprimento Largura Area foliar especifica
(cm) (cm) (cm?) (cm?g massa
seca)

Gl 9,5+09c 42+04c¢ 27,1+4,6c 629+10,8d
G2 84+084d 34+£04e 193+37e 672+129¢
G3 9,0+0,7d 40+03d 245+3,6d 67,7+ 98¢
G4 9,6+0,9c¢ 43+05¢c 280+57¢c 669=+13,6c¢
G5 81+1,0d 36£0,5d 19,3+59e 78,2+239b
G6 8,6+0,6d 40+04d 23,0+£29d 703+ 9,0c
G7 12,1+£13a 566+0,6a 49, 7+11,1a 733+163¢
G8 10,7+1,2b 38+£0,4d 282+50c¢ 65,7+11,7d
G9 9,1+£0,7 ¢ 43+03c 26,6£3,5¢c 70,5+ 9,2¢
Gl10 84+084d 43+04c¢ 23,1+£50d 702+153¢c
Gl1 11,0£12b 45+£04c¢c 329+59b 543+ 9,7e
G12 8,7+0,7d 39+04d 222+4,1d 62,5+11,4d
Gl13 9,1£0,7c 39+£04d 248+39d 63,7+ 99d
Gl4 8,7+0,7d 46+03b 27,7+35¢c 71,0+ 9,0c
Gl15 74+0,8¢ 39+£0,5d 192+45e 79,4+186b
Gl6 7.8+0,7¢ 36£04d 186+29e 67,9+10,6¢
G17 84+084d 36£04d 215+3,7d 70,5+122¢
GI8 10,0+1,2¢ 46+05b 30,7+6,5¢ 632+13,4d
G19 8,6+0,7d 43+04c¢ 254+4,1d 555+ 9,1e
G20 9,4+0,8¢ 40+0,3d 254+41d 612+ 9,8d
G21 8,6+09d 36£04d 213+3,7d 659+11,3d
G22 9,6+1,0c¢ 44+04c¢ 297+54c¢c 72,6+133¢c
G23 9,3+1,0¢ 40+04d 254+51d 683+13,7¢
G24 8,7+09d 37£0,5d 229+46d 60,0+122d
G25 95+1,1c 42+04d 279+52c¢ 6l1,1+11,4d
G26 72+10¢ 41+£04c 20,7+47d 86,4+19,5a
G27 86+1,0d 49+06b 297+58c 50,1+ 99e¢
G28 9,6+0,8c 42+0,5¢ 278+51c  659+12,0d
G29 99+0,8c 38+0,3d 259+39c¢ 59,5+ 89d
G30 8,9+0,8d 41+05¢c 252+48d 65,1 £12,4d

MédiaxDP 9,1+1,0 4,1+0,5 25,8 +5,8 66,6+ 7,4

Variancia 1,0 0,2 34,0 55,5

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem considerando a diferenga de 1 desvio

padrdo da média.
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Figura 8 — Folha representativa da média dos gendtipos 1 a 9 de erva-mate. Mato

Castelhano, RS, 2015.



Figura 9 — Folha representativa da média dos genotipos 10 a 18 de erva-mate.
Mato Castelhano, RS, 2015.
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Figura 10 — Folha representativa da média dos genotipos 19 a 27 de erva-mate.
Mato Castelhano, RS, 2015.
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Figura 11 — Folha representativa da média dos gendtipos 28 a 30 de erva-mate. Mato
Castelhano, RS, 2015.

A area foliar especifica expressa a razao entre a area foliar
e a massa seca das folhas. Portanto, o inverso da area foliar especifica
reflete a espessura das folhas. Assim, folhas podem apresentar o mesmo
valor ou muito préximos para area foliar, mas com area foliar especifica
diferentes. Por exemplo, os genotipos G22 ¢ G27 mostraram a mesma
area foliar, de 29,7 cm?, porém o G22 apresentou area foliar especifica
de 72,6 cm*g e o G27 de 50,1 cm?/g. Portanto, o G27 se caracterizou
por folhas mais espessas em relagdo ao G22. Verificou-se, para essa
variavel, que dentre os gendtipos, o que revelou folha menos espessa
foi o G26 (86,4 cm?*g), seguido de G5 e G15 (78,2 ¢ 79,4 cm?/g,
respectivamente), e folhas mais espessas, os genotipos G11, G19 e G27,
entre 50,1 e 55,5 cm?g. Esse caractere, associado a outros, como
numero de folhas por metro de ramo, velocidade e porte da planta,
ramificacdo, capacidade de retengdo de folhas, entre outros, definem a

capacidade produtiva da erva-mate.
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No trabalho de Hettwer (2013), com a erva-mate Cambona
4, também foi verificada variabilidade entre genotipos quanto as
caracteristicas das folhas, obtendo valores médios mais elevados que no
presente trabalho. Na Cambona 4 a média para comprimento foi de 9,7
cm, largura de 4,9 cm e area foliar de 40,2 cm? mas variagdes
ocorreram de 7,6 a 11,8 cm de comprimento, 3,7 a 5,7 cm de largura, e
22,8 a 49,6 cm? de area foliar.

As médias de massa fresca e massa seca de folhas foram de
1,04 g e 0,4 g, respectivamente (Tabela 3). Com folhas de maior
tamanho, o gendtipo G7 apresentou a maior massa fresca de folha (1,88
g) e massa seca (0,68 g), seguido dos genotipos G11 (1,55 e 0,61 g,
respectivamente) ¢ G 27 (1,50 ¢ 0,59 g). Por sua vez, os gendtipos G2,
G5, G15, G16 e G26, com menor area foliar (Tabela 2), também
revelaram menor massa fresca (0,66 a 0,76 g) e seca (0,24 a 0,29 g).

A distancia média entre folhas no ramo foi de 2,1 cm e a
presenga de 53 folhas/m de ramo. A maior distancia entre folhas foi
determinada nos gendtipos G7 e G5, com 3,5 e 3,1 cm, respectivamente,
levando a apresentarem também o menor nimero de folhas por metro
de ramo (30 e 33 folhas, respectivamente), juntamente com o G10 (39
folhas). A menor distancia foi verificada nos genétipos G12, G13, G21,
G26 e G28, entre 1,4 ¢ 1,5 cm, determinando maior niumero de folhas

por metro de ramo, de 66 a 74 folhas.
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Tabela 3 — Massa fresca e seca de folha, distancia entre folhas e numero
de folhas por metro de ramo de trinta gen6tipos de erva-mate.
Mato Castelhano, RS, 2015

Massa fresca Massaseca  Distancia N°
Gendtipo de folha de folha entre folhas/m
(g/folha) (g/folha)  folhas (cm) ramo
Gl 1,08 ¢ 043¢ 25+04c 42+ 8¢
G2 0,76 ¢ 0,29 ¢ 1,8+04d 58+10b
G3 0,93d 0,36 d 20+£02d 52+ 5c¢
G4 1,14b 0,42 ¢ 23+04c 45+ 7c¢
G5 0,72 ¢ 0,25¢ 3,1£0,7a 33+ 8d
G6 0,88 d 0,33d 22+03¢c 45+ 5c¢
G7 1,88 a 0,68 a 35+1,1a 30+ 8d
G8 1,16 ¢ 043¢ 26£0,6b 41+10c
G9 0,94 d 0,38 d 1,7£04d 61+14Db
G10 0,90d 0,33d 2,7€0,6b 39+ 9d
Gll1 1,55b 0,61 a 1,7£03d 59+ 8b
G12 0,99d 0,36d 14+£02e 74+ 8a
G13 0,99d 0,39d 14+£0,le 72+ 7a
Gl4 0,81d 0,39d 26£0,6b 41+ 9c
G15 0,66 ¢ 0,24 ¢ 1,8£0,3d 58+14b
Gl6 0,78 d 0,27 e 1,8£0,2d 58+ 6b
G17 0,88 d 0,30d 1,6£03d 64+14Db
GI18 1,30 ¢ 0,49 ¢ 1,8+£03d 58+ 8b
G19 I,LIlc 0,46 ¢ 24+04c 43+ Tc
G20 0,95d 0,42 ¢ 22+0,5¢ 48+10c¢
G21 0,88 d 0,32d 1,5£03e 69+12a
G22 1,16 ¢ 0,41 c 1,7£04d 60£11Db
G23 1,03d 0,37d 24+£08c 46+18c¢
G24 0,92d 0,38d 2,1+02c¢c 48+ 4c
G25 1,18 ¢ 0,46 ¢ 23+0,6c 46+10c
G26 0,67 ¢ 0,24 ¢ 1,5+02e 66+ 6a
G27 1,50 b 0,59b 2,1+03¢c 48+ 7c
G28 1,23 ¢ 0,42 ¢ 1,4+0,1e 71+ 6a
G29 1,L15¢ 0,44 c 1,7+04d 63+15b
G30 1,04 ¢ 0,39d 22+05¢ 47+10c¢
Média + DP 1,04 £0,27 0,40+0,10 2,1+0,50 53+12
Variancia 0,07 0,01 0,3 137

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem considerando a diferenga de 1 desvio

padrdo da média.
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O ntimero de folhas por metro de ramo ¢ um indicativo do
potencial de brotagdes pela presenga das gemas axilares. Considerando
apenas os caracteres de MF e NFMR, sem levar em conta o ritmo de
crescimento da planta, a distribui¢do de ramos na copa, a capacidade de
retencdo das folhas, entre outros fatores, poderia se inferir que a
produtividade em massa fresca de folha, por metro de ramo, ¢ mais
elevada nos genoétipos G11 (91,1 g) e G28 (87,1 g), seguidos de G18,
G12,G29,G27e G13,com 71,4 ga 74,8 g.

Com a erva-mate Cambona 4, Hettwer (2013) observou
valores de 1,06 a 1,63 g de massa fresca de folha, 0,29 a 0,69 g de massa
seca, e distancia entre folhas variando de 1,5 a 3,3 cm, com 30 a 47
folhas/m de ramo, valores superiores aos observados neste estudo.

Variabilidade em dois ervais implantados com mudas por
propagacao sexuada foi observada por Dalazen et al. (2012), em
I16polis e Arvorezinha (RS) com relacdo a area foliar e massa seca foliar
de cada individuo. Em um dos ervais, as folhas apresentaram o dobro
de area foliar sob sombreamento, em comparagao a pleno sol, o que ndo
ocorreu no outro erval.

A importancia dessas caracteristicas da planta foi destacada
por Sturion & Resende (2005), que observaram diferentes
comportamentos entre procedéncias, e individuos dentro de
procedéncias quanto a massa foliar.

Verificou-se variacdo nos indices de clorofila entre os
genotipos (Tabela 4). O indice Falker médio de clorofila a foi de 40,2,
de clorofila b 25,9 e de clorofila total 66,1. Os gendtipos G1, G2, G12.
G14, G22, G27 e G29 se destacaram pelo maior indice, entre 42,1 ¢

43,4. Os mais baixos indices foram detectados nas folhas dos gendtipos
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G5, G10, G13, G17 e, G19, entre 34,9 ¢ 37,8. O G27, além de revelar
maior indice de clorofila a, também apresentou maior clorofila b e,
consequentemente, clorofila total. Os genotipos G28 e G29 também se
destacaram com maior teor de clorofila b e total.

As clorofilas sdao pigmentos responsaveis pela captura de
luz usada na fotossintese, sendo essenciais na conversao da radiacao
luminosa em energia quimica, na forma de ATP e NADPH (JESUS &
MARENCO, 2008). O contetdo de clorofilas nas folhas ¢ um dos
fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas, e
consequentemente ao crescimento e adaptabilidade a diversos
ambientes. Nao s6 a concentracdo total de clorofila, mas também a
proporgao entre os diversos tipos desta (clorofila a e b, por exemplo)
mudam em fun¢do da intensidade luminosa (ENGEL & POGGIANI,
1991).



52

Tabela 4 — Indice Falker de Clorofila (IFC) a, b e total nas folhas de
trinta genotipos de erva-mate. Mato Castelhano, RS, 2015

Genotipo Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
Gl 42,6 +0,7a 352+39b 77,8+ 4,4b
G2 42,8+09a 31,8+ 5,0c¢ 74,6+ 58b
G3 40,1+13Db 253+54d 654+ 6,7d
G4 40,9+22Db 27,1+£70c¢ 68,0+ 89c
G5 37,6 +1,8d 17,7+4,1¢ 552+ 5,7e¢
Go6 41,7+1,4b 26,3+6,0c 68,0+ 7,3c¢
G7 413+1,2b 26,3 +£52c¢ 67,6t 6,2¢
G8 40,3+1,3Db 21,4+4,1d 61,8+ 53d
G9 38,3+2,7¢ 249+53d 632+ 7,5d
G10 37,6 £2,7d 15,8+39¢ 534+ 6,6¢
Gl11 40,3+1,8b 23,4+58d 63,7+ 7,5d
Gl12 427+1,1a 31,7+£5,8¢ 74,4+ 6,8b
G13 37,8+3,7d 249+5,1d 62,7+ 8,0d
Gl14 42,1+1,1a 32,1£59¢ 742+ 6,8c¢c
Gl15 40,4+1,8b 22,7+544d 63,0+ 7,0d
Gl6 41,0£3,1b 25,3+79d 66,3 +10,6 ¢
G17 349+33¢ 123+32f 472+ 64f
G18 39.,6+£25¢ 229+6,4d 62,5+ 83d
G19 374+23d 20,1 +5,6d 57,6+ 7,8d
G20 38,8+2,2¢ 18,0t4,5¢ 56,8+ 6,6 ¢
G21 399+32c¢ 243+5,7d 642+ 79d
G22 42,1+09a 292+47 ¢ 713+ 55¢
G23 39,7+2,1¢ 26,7+73¢ 66,4+ 92¢
G24 383+1,6¢ 21,7+44d 59,9+ 5,8d
G25 41,0£2,1b 27.4+£58d 68,4+ 7,1c
G26 40,6 +2.8b 26,5+7,7 ¢ 67,1 £10,0 ¢
G27 434+£0,6a 41,6 £39a 85,0+ 44a
G28 409+10Db 384+4,8b 793+ 5,6b
G29 42,1+£09a 352+52b 773+ 6,0b
G30 39,0+3,3c¢ 21,1+6,2d 60,0+ 9,2d
Média + DP 40,2+1,9 259+6,5 66,1 +£8,3
Variancia 3,8 42,8 68.3

Médias seguidas de mesma letra ndao diferem considerando a diferenga de 1 desvio
padrao da média.
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4.1.2 Andlise multivariada na avaliacao da divergéncia genética

As técnicas de andlise multivariada confirmaram a
variabilidade genética no germoplasma avaliado. A andlise
multivariada permite verificar a variabilidade existente no
germoplasma e identificar os caracteres que mais contribuem para a
discriminacdo dos genoétipos, € vem sendo utilizada com frequéncia em
estudos de wvariabilidade genética em diversas culturas, como
pessegueiro (SILVA et al., 2014), aveia (SCHEFFER-BASSO et al.,
2012), mamoneira (RODRIGUES et al., 2010), trigo (BERTAN et
al.,2006), pimenta e pimentio (SUDRE et al., 2005), entre outros.

Os valores da distancia euclidiana média (D) (Tabela 5)
revelaram os gendtipos G28 e G30 como mais divergentes (0,62), e os
genotipos G15 e G27 mostraram-se os mais similares (0,06).

Variabilidade genética também foi observada por Hettwer
(2013) em 14 genotipos erva-mate Cambona 4, considerada a primeira
progénie bi-parental do Brasil, restringindo o cruzamento entre uma
planta feminina e outra masculina. Em germoplasma de erva-mate
proveniente de diferentes regides do Uruguai, Paraguai, Argentina e
Brasil foi observada variabilidade genética e correlacdo positiva entre

genética e distancia geografica (CASCALES et al., 2014).
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Em populagdes naturais de erva-mate foi observada maior
variabilidade genética dentro de cada populacdo do que entre as
populagdes (GAUER & CAVALLI-MOLLINA, 2000; CANSIAN,
2003). Diaz et al. (2013), por sua vez, também em populagdes naturais
de erva-mate, verificaram baixa diversidade genética nas duas
populagdes estudadas, com divergéncia maior entre do que dentro de
populagdes. Vidor et al. (2002) constataram alta similaridade entre duas
procedéncias, ndo sendo possivel diferenciar geneticamente as
procedéncias entre si. Baixas distancias genéticas também foram
observadas por Wendt et al. (2007) entre procedéncias e progénies, com
maiores diferencas genéticas entre progénies do que entre procedéncias.

Entre os métodos hierarquicos de agrupamento testados, o
método de Ligacdo média entre grupos (UPGMA) foi considerado o
mais adequado para a representacdo da divergéncia genética, por
apresentar o maior valor de correlagdo cofenética (CCC), de 0,91
(Tabela 6). A partir desse foi gerado o dendrograma (Figura 12). O CCC
¢ um coeficiente utilizado para avaliar a consisténcia do padriao de
agrupamento de métodos hierdrquicos, sendo que valores proximos a
unidade indicam melhor representacdo (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Conforme Cargnelutti Filho et al. (2010), esse coeficiente
representa a correlacdo linear de Pearson entre os elementos da matriz
de dissimilaridade (matriz de distancias entre as cultivares, obtida a
partir dos dados originais) e os elementos da matriz cofenética (matriz

de distancias entre os gendtipos, obtida a partir do dendrograma).
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Tabela 6 — Correlagdes cofenéticas conforme o método de agrupamento

utilizado
Método de agrupamento Valor
Ligacao simples 0,90
Ligacao completa 0,86
Ward 0,65
Ligacao média entre grupos - UPGMA 0,91

Considerando-se ponte de corte de 40% da distancia total,
houve a formacdo de 12 grupos, seguindo-se o critério de Cruz &
Carneiro (2003) de que pontos de alta mudanca de nivel no
dendrograma delimita o numero de gendtipos para determinado grupo.

A realizagdo do agrupamento pelo método de Tocher
promoveu a formagdo dos mesmos 12 grupos formados pelo método
UPGMA, com a mesma distribui¢do dos gendtipos formando cada
grupo (Tabela 7), o que demonstra a adequagdo do método UPGMA
para a elaboracao do dendrograma. A total concordancia entre os dois
métodos de agrupamento permite que se fagam referéncias mais seguras
sobre a divergéncia genética entre os genotipos.

O método de otimizag¢do de Tocher permite que se tenha
mais homogeneidade entre acessos do mesmo grupo do que entre
acessos de grupos diferentes (MONTEIRO et al., 2010), pois esse
método possui a particularidade de apresentar a distdncia média dentro
dos grupos sempre menor que a distdncia média entre os grupos

(VASCONCELQOS et al., 2007).
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Tabela 7 - Grupos estabelecidos pelo método de Tocher, com base na
Distancia Euclidiana Média, obtida com onze caracteres em
trinta genodtipos de erva-mate

Grupo Genotipos
1 15,27,3
2 16, 28, 4
3 11,23
4 9,21
5 12,24
6 2,14, 26
7 17,29, 5
8 8,20
9 6, 18, 30
10 1,25, 13
11 10, 22
12 7,19

A contribui¢do dos caracteres para a divergéncia foi bem
distribuida, variando de 11,52% a 7,08% (Tabela 8). No entanto, trés
caracteres contribuiram com mais de 10% cada para a divergéncia dos
genodtipos, que foram massa fresca de folha (11,52%), nimero de folhas
por metro de ramo (10,36%) e comprimento da folha (10,32%). O
nimero de folhas por metro de ramo também esteve entre os caracteres
de maior contribuicdo para a divergéncia (47,53%) no estudo de

Hettwer (2013), juntamente com a area foliar (34,46%).
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Tabela 8 - Contribuicdo relativa dos caracteres para a divergéncia
genética (C.R.D.G) de trinta genotipos de erva-mate pelo

método de Singh (1981)
Caractere C.R.D.G. (%)
Massa fresca da folha (g/folha) 11,52
Numero de folhas por metro de ramo (n°/m) 10,36
Comprimento da folha (cm) 10,32
Distancia entre folhas (cm) 9,85
Massa seca da folha (g/folha) 9,36
Indice Falker Clorofila a 9,28
Area foliar (cm?¥/folha) 8,99
Indice Falker Clorofila total 8,15
Indice Falker Clorofila b 7,73
Largura da folha (cm) 7,36
Area foliar especifica (cm?/g) 7,08

As correlagdes observadas na andlise dos componentes
principais (Tabela 9) revelaram a existéncia de correlacao significativa
entre a largura da folha (LARG), o numero de folhas por metro de ramo
(NFMR) e a distancia entre folhas (DF), ou seja, o aumento da LARG
aumenta a DF e diminui o NFMR. Também houve correlacio positiva
entre comprimento da folha (COMP) e largura da folha, sendo que o
incremento destes aumentam a area foliar (AF), incrementando a massa
fresca (MF) e seca (MS) da folha. Folhas de menor comprimento
apresentam maior area foliar especifica (AFE), que por sua vez diminui
a MF e MS. Folhas com maior Indice Falker de Clorofila a (CLa)
apresentam, também, de Clorofila b (CLb) e, por conseguinte, de

Clorofila Total (CLT). Em erva-mate Cambona 4 foram verificados
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resultados muito semelhantes de correlagao entre as mesmas variaveis
fenotipicas estudadas, exceto AFE, que ndo foi determinada
(HETTWER, 2013).

Os dois primeiros componentes principais explicaram
72,98% da variancia total (Tabela 10). Considerando-se também o
terceiro componente tem-se 86,78% da variagdo total explicada, o que
viabiliza a andlise dos grupos de genoétipos através de graficos de
dispersao (Figura 13). Segundo Cruz & Regazzi (2001), com 80% da
variacdo total explicada nos dois ou trés primeiros componentes
principais € possivel a aplicagdo da analise de dispersao.

As variaveis de maior peso no primeiro componente
principal (Tabela 11), que explica 46,77% da variagdo total, em ordem
decrescente, foram MS, MF, AF, LARG e COMP. No segundo
componente principal, que explica 26,21% da variagdo total, as
variaveis que apresentaram maior peso foram CLB, CLA, CLT, DF e
NFMR.

Rosse & Fernandes (2002) utilizaram a analise dos
componentes principais a fim de selecionar caracteres para o
melhoramento genético de erva-mate. Os caracteres altura da planta e
didmetro da copa podem representar de maneira satisfatoria a variagao
ocorrida, e a altura do fuste foi o caractere que menos contribuiu para a

varia¢ao dos dados, podendo ser descartado.
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Tabela 10 — Variancia do autovalor, porcentagens da varidncia e
variancia acumulada dos componentes principais de oito
caracteres de erva-mate. Mato Castelhano, RS, 2015

Variancia Variancia
Componente  Autovalor (%) acumulada (%)

1 5,14494 46,77226 46,77226
2 2,88355 26,21411 72,98638
3 1,51796 13,79963 86,78602
4 0,83837 7,62155 94,40758
5 0,38270 3,47910 97,88668
6 0,13374 1,21589 99,10258
7 0,05617 0,51066 99,61324
8 0,02123 0,19304 99,80629
9 0,01406 0,12785 99,93414
10 0,00723 0,06572 99,99987
11 0,00001 0,00012 100,0

CcP1

Figura 13 — Distribui¢do dos pontos referentes aos genotipos de erva-mate nos dois
eixos correspondentes ao primeiro e segundo componente principal.
Mato Castelhano, RS, 2015.



63

*(8) eyjoy op 0SS

eSSl =SIN “(BY[0J/3) ey[0J op ©osaly esseN=dJIA :(4D1) [E10L B[JOIO[D) I3[ 201PpUl=1TD (4DI) q B[OI0[D I[e 91pu] =g 1D (A1)
© B[[J0IO[D) JoY[e 99I1PUl=y T {(5/;wd) eo1j10adsd 1e1[0f BOIy=H IV *(;W) JeI[0f BaIy =]V {(Wo) ey[o} ep emSIeT=0Y V'] :(Wo) ey[oj ep
oyuowrdwo)=dN 0D (o) seyjoy anud erouelsiq=4J ‘(w/,u) owrel op onow 10d sey[oy op oIWNN=INAN ‘[edouud ojusuodwo)=gOH#

T100°0 0200°0 01LL0  0019°0- LTSI0-  6100°0 TSO0'0  L¥000-  1S00°0-  STOO0-  9T00°0- 11dO
1¥0L°0- 96C1°0  0L00°0-  €L00°0-  €FI0'0  069T°0-  T¥8S0  S8I0°0-  TEOI'0-  8TSI'0-  SOLIO- 0TdO

196%°0 1TrT'0-  9S00°0-  6£00°0  €900°0 €611°0 667S0  9LSP0-  00LE0-  TOEL0-  LII1°0- 6dO
1¥90°0 S8E1°0 11+0°0 6€60°0  68T1°0-  9881°0  6LTT0- 01100 0S¥I'0  ¥9¥9°0-  S0S9°0- 8dD
TLI00 GST8°0-  LTTOO 16€0°0  LLSO'0-  L961°0-  OLEI'0  TITEO L99€°0  0¥TI'0-  10S0°0- LdD
6080°0 €L10°0-  01ST0-  6LESTO-  L9EL'D  T960°0-  S¥90°0-  6091°0  LIOI0-  6¥IT0-  69¥0°0- 9dO
€CeI0 1¥00°0  9000°0-  6€L0°0  99¥T0-  69L1°0-  61S0°0-  8€T9'0  8969°0-  6£80°0-  TITO0- GdO

¥8L0°0- €960°0  L6V00-  8€S0°0- 0LTO0-  8SSLO LEOE0  YTPEO €860°0  TSET0-  8TLEO 7dO
LTIT0 6L1T°0  9TPT0-  S00T0- €LSE0-  S6I¥0-  LIVO0  ¥S60°0-  SLOTO  OSLY'0-  €vL¥O €dO
96%0°0- S9¥0°0-  998+°0 668Y°0  9LI¥'0  YOI1°0-  LVEI'0- S$860°0-  OITI0-  #98€°0-  SYLED ¢dO

€611°0 vEIP0 $s02°0 8861°0  €00T°0  1861°0-  T80¥0  S89€0 #S9€°0 TLLI'0  SLST°0- 1d0
SN =14 110 a10 V10 EREN =\ 94Vl  dNOD =[q dINAN dO
S1o¢

‘SY ‘oury[aISe) OR[N "OBOIMISUOD ens eled [oABLIBA BPERO Op $0SAd SO O S9I0J9A0INE SOP SBAIJRWIISH — [ ] B[OqE]



64

Lobao etal. (2011) aplicaram a estatistica multivariada para
agrupar e identificar o potencial de uso de 12 espécies florestais, nativas
e exoticas, a partir das propriedades anatdmicas, fisicas e quimicas da
madeira. Os autores observaram que os dois primeiros componentes
principais explicaram 58% da variabilidade, e que analise de
componentes principais foi mais eficiente do que o teste de Scott-Knott
(estatistica univariada), no agrupamento das espécies e na preconizacao
do uso da madeira das doze espécies.

Mesmo sendo duas técnicas de analise multivariadas
diferentes utilizadas nesse estudo, observou-se concordancia das
técnicas com relagdo a importancia dos caracteres para a divergéncia,
pois na avaliagdo da contribui¢ao relativa dos caracteres a contribui¢ao
de cada caractere foi bem distribuida (11,52% a 7,08%). De maneira
similar, isto foi observado também na analise de componentes
principais, pois dez dos onze caracteres avaliados, estiveram
relacionados com os dois primeiros componentes principais. Além
disso, nas duas técnicas, a area foliar especifica foi o caractere que
menos contribuiu para a discriminagdo dos genotipos, pois na analise
da contribuicdo relativa dos caracteres teve a menor contribuicao
(7,08%) entre as variaveis e na analise de componentes principais foi a
unica varidvel que ndo esteve relacionada com o primeiro e segundo
componente principal.

Devido a total concordancia dos métodos UPGMA e de
Tocher na formagdo dos grupos entre os trinta gendtipos, foi feita a
caracterizagao dos grupos (Tabela 12) com base nos trés caracteres de
maior contribui¢do para a divergéncia observados no método de Singh

(1981), destacando-se os grupos que apresentaram as maiores médias.
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Tabela 12 — Caracterizacdo dos grupos estabelecidos pelos métodos
UPGMA e de Tocher, com base nos trés caracteres de
maior relevancia

Média dos caracteres

Grupos Gendtipos  Massa fresca N° folhas/m  Comprimento

g;falr:];) ramo da folha (cm)
1 15,27,3 1,0 53 8,3
2 16, 28, 4 1,1 58 9,0
3 11,23 1,3 53 10,2
4 9,21 0,9 65 8,9
5 12,24 1,0 61 8,7
6 2,14, 26 0,7 55 8,1
7 17,29, 5 0,9 54 8,8
8 8, 20 1,1 45 10,1
9 6, 18, 30 1,1 50 9,2
10 1,25,13 1,1 53 9,4
11 10, 22 1,0 50 9,0
12 7,19 1,5 37 10,4

O grupo 12 (Tabela 12), formado pelos genotipos G7 e G19,
apresentou as maiores médias para MF (1,5 g) e COMP (10,4 cm), e
menor para NFMR (37 folhas). O genotipo G7 foi o mais determinante
para o aumento das médias de MF e COMP do grupo, apresentando os
maiores valores entre todos os gendtipos (Tabelas 2 e 3),de 1,9 ge 12,1
cm para os dois caracteres, respectivamente. No grupo 3, representado
pelos genotipos G11 e G23, foram determinadas as segundas maiores
médias para os caracteres MF (1,3 g) e COMP (10,2 cm), e valor

intermediario de NFMR. O G11 foi determinante, com a segunda maior
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média entre os genotipos para MF e COMP (1,55 g e 11 cm) (Tabelas
2e3).

Os grupos 4 e 5 apresentaram as maiores médias para
NFMR (65 e 61 folhas, respectivamente), com predomindncia nesse

caractere do G21, no grupo 4, e do G12, no grupo 5.

4.2 Estudo 2 — Propagacao por estaquia de gendtipos de erva-mate

Os genotipos variaram significativamente quanto a reteng¢ao
foliar durante o periodo de estaquia, e ao final. Queda significativa de
folhas foi registrada somente a partir da segunda semana apds a
estaquia, até a sexta semana (42 dias) (Tabela 13). Aos 14 dias, doze
genodtipos mantiveram-se sem queda significativa, sendo que trés desses
genotipos (G7, G13 e G26) estatisticamente retiveram as folhas até os
120 dias. Outros cinco genotipos (G8, G9, G19, G21 e G24), que
apresentaram queda de folhas, ndo sofreram mais alteragdes
significativas. O genotipo com menor retengao foliar foi 0 G12 (38,5%),
seguido do G2 (59,4%), G27 (63,5%) e G29 (65,6%). Os demais
apresentaram 73,9% a 97,9% das folhas.

Dos 14 aos 28 dias foi verificada a maior frequéncia de
gendtipos com queda significativa de folhas (19 genoétipos), porém 15
desses gendtipos mantiveram-se estaveis a partir dessa avaliagdo. Aos
42 dias outros 7 genotipos reduziram a retengdo foliar, mantendo-se
sem queda até o final do trabalho. Nesse momento da estaquia, a menor
retencdo foliar foi apresentada pelo G12 (16,7%), seguido de G2
(37,5%) e G27 (35,4%), e G10 e G29, com 45,8%. Os demais gendtipos

apresentavam de 56,2% a 90,6% de manutenc¢ao das folhas.
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Ao final dos 120 dias de estaquia, onze genotipos se
destacaram pela maior manutencdo das folhas (G4, G7, G8, G9, G13,
G14, Gl6, G23, G25, G26 e G28), entre 76,0% e 88,5%, que pode ser
considerado para erva-mate satisfatorio. Os gendtipos G12 e G27,
seguidos de G2, G10 e G29, apresentaram a menor retengao de folhas,
entre 15,6% e 43,8%.

A sobrevivéncia no decorrer do periodo de estaquia, para a
maioria dos gendtipos, foi satisfatoria, mantendo-se alta durante o
primeiro més (Tabela 14), quando apenas o genotipo G12 apresentou
mortalidade, diferentemente do observado por Santos (2011), que
considerou as primeiras trés semanas o periodo mais critico. A
satisfatoria permanéncia das folhas durante as primeiras semanas
possibilitou que as estacas se mantivessem vivas nesse periodo.

Aos 42 dias, reducao na sobrevivéncia foi registrada nos
genotipos G10, G11, G12, G20 e G27, com destaque para G12 e G27,
que ao final da estaquia revelaram menor sobrevivéncia, de 25,0% e
45,8%, respectivamente. Outros genotipos, a partir desta avaliacao,
tiveram reducao na sobrevivéncia, mas 12 gendtipos se destacaram por
apresentar a maior sobrevivéncia (G4, G7, G8, G9, G13, G14, G16,
G22, G23, G25, G26 e G28), sem apresentar redugdes significativas no
decorrer do periodo de estaquia, o que pode ser considerado dificil de
ocorrer com a erva-mate. A sobrevivéncia se manteve para esses
genoétipos entre 89,6% e 97,9%, mas em 22 gendtipos a sobrevivéncia

foi superior a 72,9%.
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Importante destacar que, dos 12 genétipos que
apresentaram maior sobrevivéncia, apenas o G22 ndo constou da
relagdo dos gendtipos com maior retengao foliar. Portanto, verificou-se
que a permanéncia das folhas foi fundamental para a sobrevivéncia das
estacas, confirmada pela elevada correlagao (Pearson r = 0,93) obtida
entre essas varidveis (Tabela 15). As folhas mantidas por ocasido do
preparo das estacas tém por objetivo dar continuidade a producdo de
fotoassimilados, necessarios por manter o metabolismo bem como o

fornecimento de auxinas e cofatores, auxiliando o processo de

enraizamento.

Tabela 15 — Coeficiente de correlagdio de Pearson (R?) entre
porcentagem de sobrevivéncia, de retencao foliar e de
enraizamento, e teor de acgtcares totais (mg agucares/g
massa seca) em folhas de estacas de trinta gendtipos de
erva-mate tratadas com 8.000 mg L' de AIB. Passo
Fundo, RS, 2015

L . . : Teor d
Variaveis Retencdo foliar  Enraizamento ,eorde
acucares totais
Sobrevivéncia 0,93** 0,53 ** -0,12
Retencao foliar 0,48** -0,06
Enraizamento -0,22

** Significativo pelo teste t (P<0,01).

Conforme Pimenta et al. (2005), a baixa sobrevivéncia de
alguns gendtipos esta relacionada com a queda das folhas, pois estas
funcionam como um laboratério de producdo de hormonios e
nutrientes. Em louro (Laurus nobilis), a presenga das folhas permitiu
uma alta sobrevivéncia das estacas, enquanto que todas as estacas que

perderam as folhas morreram, devido ao esgotamento das reservas para
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a brotagdo e as baixas temperaturas no periodo da estaquia
(FOCHESATO et al., 2006).

Observou-se que 73,3% dos gendtipos estudados
apresentaram sobrevivéncia superior a 72,9%, e 53,3% retengdo foliar
acima de 65,6%, resultados considerados bastante satisfatorios. Porém,
devido ao elevado niimero de gendtipos avaliados, ndo tenha sido
testado o tratamento sem AIB, genotipos com menor desempenho
provavelmente sdo mais sensiveis ao AIB exdgeno ou mais
autossuficientes em producdo de auxina enddgena. Santos (2011)
relatou que a dose de 6.000 mg L' de AIB nio favoreceu a retengdo de
folhas de erva-mate, inclusive reduzindo significativamente em alguns
genoétipos, quando comparadas com estacas ndo tratadas com AIB.
Também Hettwer (2013) constatou, para a maioria dos 14 gendtipos de
erva-mate Cambona 4, queda de folhas com a utilizagdo de 6.000 mg
L de AIB.

Quanto ao enraizamento, houve variagdes significativas, de
2,1% a 85,4% (Tabela 16 e Figura 14A), com as maiores porcentagens
obtidas em 15 gendtipos, de 43,8% a 85,4%. Os mais baixos
enraizamentos foram verificados em 7 genoétipos, variando de 2,1% a
16,7%. Baixas taxas de reten¢do de folhas, de sobrevivéncia e de
enraizamento em alguns genotipos evidenciam que a dose de 8.000 mg

L! de AIB pode ter sido fitotoxica.
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Tabela 16 — Enraizamento e estacas com calo de trinta genotipos de

erva-mate ap6s 120 dias, tratadas com 8.000 mg L de
AIB, acucares totais nas folhas (plantas do erval) e
enraizamento sem AIB, apds refeita a estaquia com as
estacas vivas e enraizadas (raizes eliminadas). Passo
Fundo, RS, 2015

Acucares totais Enraizamento
- Enraizamento nas folhas Estacas com na 22
Genotipos o calo o
(%) (mg/g massa (%) avaliagdo
seca) (%)

Gl 25,0b 94,9 a 479D 43.8b
G2 43,8 a 91,8 a 83c¢c 52,1b
G3 60,4 a 88,3 a 18,8 ¢ 77,1 a
G4 85,4 a 77,3 a 10,4 c 93,8a
G5 37,5b 94,9 a 41,7b 4790
Go6 31,2b 76,8 a 43.8b 43,8b
G7 12,5¢ 90,6 a 85,4 a 41,6 b
G8 2,1¢ 96,8 a 72,9 a 52,1b
G9 62,5a 86,3 a 20,8 ¢ 85,4a
G10 14,6 ¢ 95,2 a 333¢c 292 ¢
Gl11 52,1a 90,6 a 16,7 ¢ 64,6 a
G12 42 ¢ 94,1 a 20,8 ¢ 6,2¢
Gl13 29,2 b 979 a 64,6 a 4990
Gl4 16,7 ¢ 77,3 a 70,8 a 43,8b
Gl15 12,5¢ 88,7 a 479D 292 ¢
Gl6 583 a 375¢ 27,1¢ 64,6 a
G17 64,6 a 106,8 a 42c 68,8 a
GI18 583 a 83,4a 2,1c 62,5a
GI19 333D 89,1a 41,7b 68,8 a
G20 29.2b 103,1 a 354c 542b
G21 58,3 a 359¢ 20,8 ¢ 77,1 a
G22 709 a 65,7b 2,1c 75,0 a
G23 68,7 a 96,9 a 20,8 ¢ 77,1 a
G24 43,8 a 84,7 a 333¢ 64,6 a
G25 77,1 a 112,8 a 16,6 ¢ 89,6 a
G26 62,5a 87,5a 27.0c 89,6 a
G27 16,7 ¢ 94,1 a 229¢ 29,1 ¢
G28 75,0 a 553b 12,5¢ 77,1 a
G29 12,5¢ 63,5b 27,1¢c 229c
G30 29,2 b 78,4 a 333¢ 45,8b
CV (%) 41,24 16,40 69,74 26,97

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade de erro.
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Figura 14 — Estaca de erva-mate enraizada (A) e com calo (B). Passo Fundo, RS, 2015.

Verificou-se que entre os 15 gendtipos de melhor
enraizamento sete revelaram elevada retencdo foliar (G4, G9, G16,
G23, G25, G26 e G28), acima de 76,0%, demonstrando que a presenca
de folhas ¢ importante, mas nesse estudo a retengdo foliar se mostrou
mais correlacionada com a sobrevivéncia (R?> = 0,93) que com o
enraizamento (R?=0,48) (Tabela 15), possivelmente pelo enraizamento
envolver outros fatores, como a presenga de cofatores e o balango
hormonal, por exemplo. A correlagdo entre a porcentagem de
sobrevivéncia e de enraizamento também ndo foi elevada, de 0,53,
sendo que os gendtipos G4, G25 e G28 se destacaram por apresentar as
taxas de sobrevivéncia e de enraizamento mais proximas (95,8% e

85,4%; 95,8% ¢ 77,1%; ¢ 89,6% e 75,0%, respectivamente).
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Tarrago6 et al. (2005) afirmaram que a presencga das folhas ¢
essencial para o enraizamento de estacas de erva-mate, observando uma
forte correlagdo entre enraizamento ¢ retengdo foliar (R? = 0,72),
superior ao observado no presente trabalho. Em agoita-cavalo (Luehea
divaricata) ndo ocorreu enraizamento em estacas sem folhas
(PACHECO & FRANCO, 2008). Conforme Lima et al. (2011), com a
queda das folhas pode ocorrer um déficit de carboidratos, pois as
reservas armazenadas ndo seriam suficientes, ou ndo foram
transportadas em tempo habil, para que ocorresse o enraizamento. A
necessidade da presenca de folhas nas estacas foi também constatada
por Tavares et al. (1992), que obtiveram os melhores resultados com
um par de folhas reduzidas, com taxa de 50%, sendo que, na auséncia
de folhas, o enraizamento foi nulo. O mesmo foi relatado por Quadros
(2009), onde a nao permanéncia de folhas afetou negativamente o
enraizamento de estacas de erva-mate.

Elevada variacdo na capacidade de enraizamento da erva-
mate tem sido relatada. Tavares et al. (1992) obtiveram diferencas de 0
a 100% entre procedéncias e progénies. Prat Krikun et al. (1983)
observaram que o enraizamento médio variou de 0% a 88% entre clones
selecionados. Sturion & Resende (1997), em estudo semelhante,
selecionaram fenotipicamente trinta arvores, sendo que o percentual de
enraizamento variou de 1,1% a 60,1%. Santos (2011) obteve
enraizamentos entre 5,7% e 63,7%, variando entre gendtipos, estacdes
do ano e tratamento ou ndo com AIB. Da mesma forma, Hettwer (2013)
observou variagdo entre genotipos € com uso ou ndo de AIB, com
percentuais de 0% a 52,6%. Zerbielli et al. (2011), em estudo com

quatro genotipos, obtiveram para um dos genétipos 77,8% de estacas
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enraizadas com o uso de AIB, e sem o regulador 19,4%. Os demais
genoétipos apresentaram baixo ou nulo enraizamento, sem ou com AIB.

Os trabalhos realizados com erva-mate tém demonstrado
que o uso do AIB pode melhorar o enraizamento, mas também tém sido
constados possiveis prejuizos a retengdo foliar e sobrevivéncia,
variaveis que combinadas irdo definir o potencial de propaga¢do por
estaquia de um genotipo. Graga et al. (1988) afirmam que o tratamento
com AIB ¢ necessario para o enraizamento. Observaram que
concentragdes de 5.000 e 8.000 mg L' de AIB possibilitaram
enraizamento de até 62% e 47% em estacas de brotagdes do ano de
arvores adultas e de mudas, respectivamente.

Horbach (2008) obteve melhores resultados com
tratamento de 4.000 mg L' de AIB (37,5%). Quadros (2009), ao utilizar
1.000 mg L' de AIB, obteve 78,6% de enraizamento de microestacas
de erva-mate, enquanto sem tratamento nao houve emissao de raizes.
Bitencourt et al. (2009), por sua vez, em estudo com estacas
provenientes de brotagdes do ano de arvores com 13 anos de idade, e
estacas de rebrota provenientes de decepa, observaram que o AIB nao
influenciou na formacao de raizes, obtendo 65,5% de enraizamento
com as estacas de material rejuvenescido, da rebrota.

A época de coleta das estacas, no verdo, pode ter favorecido
a obten¢do de boas taxas de enraizamento em alguns genotipos, pois
nas estagdes mais quentes o metabolismo das plantas aumenta,
proporcionando condigdes fisiologicas mais favoraveis ao crescimento
e desenvolvimento (NERY et al., 2014). Além disso, a sintese de

auxinas nas plantas ocorre em maior quantidade nos pontos de
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crescimento da parte aérea, gemas e folhas jovens (TAIZ & ZEIGER,
2004).

Iritani & Soares (1981) observaram que estacas de erva-
mate enraizaram melhor, com taxas de 75%, quando coletadas no inicio
do outono, comparadas as de inverno. Santos (2011) observou que a
estaquia da erva-mate na primavera/verdo possibilita melhores
resultados que no outono/inverno.

No presente trabalho, outro fator que pode ter contribuido
para bons resultados de enraizamento em alguns genotipos foi a lesdo
feita na base da estaca, que pode ter proporcionado melhor absor¢ao de
AIB e estimulado a divisdo das células da regido do cambio,
responsaveis pela indugdo radicial, medida que pode ser importante
para espécies de dificil enraizamento. Além disso, pode ter favorecido
um acumulo de auxina e carboidratos na base da estaca, pois foi
observado que as raizes foram formadas junto a base.

O conteudo de carboidratos nos tecidos das plantas ¢
variavel com a estag¢do do ano, e tem sido relacionado com a capacidade
de enraizamento adventicio. A selecdo de matrizes que tenham grandes
reservas de carboidratos pode favorecer o enraizamento de estacas
(STENVALL et al, 2009). Por sua vez, Hartmann et al. (2002)
afirmaram que a relag@o entre carboidratos e enraizamento permanece
controversa, € que os carboidratos ndo tém um papel regulador no
enraizamento de estacas. Uma correlagdo positiva entre o conteudo de
carboidratos e enraizamento poderia revelar que o suprimento de
fotoassimilados ¢ insuficiente para suportar o enraizamento ideal.

Diante dessa possibilidade de correlagdao, folhas dos

diferentes genotipos foram coletadas nas plantas para analise dos teores
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de actcares totais (Tabela 16). Foi constado que o teor variou de 35,9
mg a 112,8 mg de agucares totais/g de massa seca e, em apenas cinco
genoétipos, os valores foram mais baixos, entre 35,9 e 37,5 mg, nos
genotipos G21 e G16 e, entre 55,3 e 65,7 mg, nos genotipos G22, G28
e G29. Esses gendtipos, com excecdao do G29, destacaram-se com
melhor enraizamento, ¢ outros com maior teor de agucares
apresentaram variado enraizamento, demonstrando que os teores
iniciais ndo possuem correlagdo com as porcentagens de enraizamento,
confirmado pela analise de Pearson (Tabela 15). Denota-se, assim, para
a erva-mate, que possivelmente mais importante que os teores iniciais
de acgucares ¢ a continua producdo ao longo do periodo de estaquia,
mediante a manutencdo das folhas, fornecendo quantidades suficientes
para atender aos drenos.

Em erva-mate, Wendling et al. (2013) estudaram o efeito da
aplicacdo de sacarose ¢ AIB, sozinhos e combinados, na indugdo de
brotagdes epicormicas em ramos destacados da planta matriz, e no
posterior enraizamento das brotagdes. Observaram que a aplicagao de
AIB ¢ sacarose nao influenciam na inducdo de brotagdes nem no seu
enraizamento. Por sua vez, Ono et al. (1995) observaram, em estudo
com kiwi (Actinidia chinensis), que pode existir uma relagdo entre a
quantidade de acucares redutores e totais nas estacas, e a porcentagem
de enraizamento, pois as épocas que foi obtido maior enraizamento
coincidiram com as épocas de maiores contetidos de agucares.

A porcentagem de estacas com calo (Tabela 16 e Figura
14B) foi determinada considerando as estacas vivas que ndo
enraizaram. Assim, gendtipos com satisfatdria sobrevivéncia, mas com

baixo enraizamento, foram, em geral, os que mais se destacaram, como
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G7, G8, GI3 e Gl4, variando de 64,6% a 85,4%. Outros cinco
gendtipos formaram calo em 41,7% a 47,9% das estacas, e os demais
abaixo de 35,4%, inclusive alguns que apresentaram razoavel
sobrevivéncia e baixo enraizamento, como G10, G20, G29 ¢ G30.

A formacao de calos depende do teor endogeno de auxina
nas estacas, assim como do balango adequado entre auxinas, giberelinas
e citocininas, considerados promotores da divisdo celular e, portanto,
também da formacao de calo (NERY et al., 2014). Segundo Hartmann
etal. (2002), a formacao de raizes adventicias e de calos ¢ independente,
e a ocorréncia de ambos, a0 mesmo tempo, ¢ devido aos dois processos
envolverem divisao celular, que pode depender de condigdes internas e
ambientais parecidas.

Quadros (2009) relata que a formagdo de calo interferiu
positivamente na diminui¢do da mortalidade de estacas de erva-mate,
porém a maior taxa de enraizamento foi obtida quando a formagao de
calo foi menor. Hettwer (2013) cita que, ao tratar as estacas de
Cambona 4 com AIB, houve evidéncias de efeito inibidor de calo de
parte do regulador, quando comparado aos resultados sem AIB. Santos
(2011) também nao obteve aumento na porcentagem de estacas com
calo ao utilizar o AIB. Em estacas herbaceas de pitangueira, a formagao
de calo foi somente 7,6% sem uso de AIB, e quando este foi aplicado
nao houve formagao de calos (LATTUADA et al., 2011).

As elevadas taxas de sobrevivéncia e, em alguns geno6tipos,
também de formacdo de calo, poderiam sugerir que, se o tempo de
estaquia fosse mais prolongado poderiam ser observadas maiores taxas
de enraizamento. Assim, apos a avaliagdo do experimento aos 120 dias,

a estaquia foi refeita, sem nova aplicacdo de AIB, com todas as estacas
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vivas, inclusive as enraizadas, mas que tiveram as raizes retiradas para
avaliagdo da massa fresca e seca.

Os resultados, apds cinco meses (maio a outubro) (Tabela
16), demonstraram que 15 genétipos se destacaram com maior
enraizamento, entre 62,5% e 93,8%, sendo que 14 ja& haviam
apresentado melhor enraizamento durante o primeiro periodo de
estaquia, revelando a capacidade de refazer as raizes eliminadas e
formar raizes em estacas que nao haviam enraizado. Por exemplo, o
G19, em um universo de cem estacas apresentaria 75 vivas (75%)
(Tabela 14) e 33 enraizadas, em 120 dias (Tabela 16), mas quando
refeita a estaquia alcangou 52 enraizadas (68,8% das 75 vivas). Os
gendtipos G7, G8, G13 e G14, que apresentaram mais estacas com calo,
revelaram os maiores acréscimos, sugerindo que a presenca de calo
pode ter sido um indicativo de formacao de raizes com maior tempo.
Por outro lado, o G12, que apresentou baixa sobrevivéncia e
enraizamento (4,2%), manteve baixa porcentagem (6,2%).

A qualidade do sistema radicial é importante na producao
de mudas de erva-mate, tendo em vista que o crescimento das plantas
no campo, apos seu plantio definitivo, estd diretamente relacionado ao
vigor radicial (BRONDANI et al., 2007). O comprimento médio das
trés maiores raizes variou de 1,4 cm a 7,9 cm (Tabela 17), com 15

gendtipos apresentando comprimento acima de 5,2 cm.
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Tabela 17 — Comprimento médio das trés maiores raizes, massa fresca e
seca de raizes de estacas de trinta genotipos de erva-mate
tratadas com 8.000 mg L' de AIB. Passo Fundo, RS, 2015

- Comprimento das 3 Massa fresca ~ Massa seca de
Genotipos . . . .

maiores raizes (cm) de raiz (g) raiz (g)
Gl 40b 0,650 ¢ 0,098 ¢
G2 52a 1,034 c 0,136 ¢
G3 6,2a 2,199 b 0,292 b
G4 58a 4,136 a 0,647 a
G5 6,6 a 1,281 ¢ 0,192 ¢
G6 6,0a 1,153 ¢ 0,144 ¢
G7 1,8b 0,092 ¢ 0,012 ¢
G8 20b 0,142 ¢ 0,019 ¢
G9 420 0,966 ¢ 0,134 c
G10 2,1b 0,202 ¢ 0,026 ¢
G11 55a 1,345 ¢ 0,172 ¢
G12 1,4b 0,080 c 0,011 ¢
G13 55a 0,416 c 0,064 ¢
Gl14 3,0b 0,073 ¢ 0,011 ¢
G15 1,6 b 0,065 ¢ 0,007 ¢
Glé6 6,5a 2,350b 0,312b
G17 79 a 3,862 a 0,566 a
G18 6,3a 2,836 b 0,389b
G19 2,8b 0,270 ¢ 0,040 c
G20 40b 0,802 ¢ 0,104 c
G21 46b 1,052 ¢ 0,158 ¢
G22 6,5a 2,257 0,306 b
G23 6,2a 2,086 b 0,308 b
G24 55a 1,199 ¢ 0,148 ¢
G25 6,5a 3,652a 0,531 a
G26 7,1a 3,539 a 0,491 a
G27 2,8b 0,159 ¢ 0,018 ¢
G28 7.4 a 3,715 a 0,494 a
G29 4,1b 0,132 ¢ 0,016 ¢
G30 440 0,518 ¢ 0,068 ¢

CV (%) 41,56 71,75 75,97

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade de erro.
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Embora no presente trabalho a comparagdo com e sem AIB
ndo tenha sido realizada, trabalhos demonstram o efeito positivo do
fitorregulador no desenvolvimento radicial de estacas de erva-mate,
como Horbach (2008). Santos (2011) verificou que o AIB aumentou em
até 60% o comprimento da maior raiz. Da mesma forma, Hettwer
(2013) observou comprimento médio de até 5,0 cm com o uso de AIB.

A massa fresca e seca de raizes foi mais elevada nos
genotipos G4, G17, G25, G26 e G28, entre 3,539 ge 4,136 g,¢ 0,491 g
e 0,647 g, respectivamente (Tabela 17).

Finalizando, pode-se afirmar que ¢ necessario ¢
fundamental, com base nos resultados obtidos de variabilidade das
caracteristicas das plantas e do potencial de enraizamento, a prospec¢ao
de materiais genéticos de erva-mate superiores (matrizes) com elevada
produtividade e qualidade da matéria prima, e satisfatoria capacidade
de multiplicar-se por estaquia, como alguns gendtipos identificados
nesse trabalho. A clonagem, como método de producao de mudas, pode
viabilizar a implantagdo de ervais comerciais mais uniformes e

produtivos, e melhor padronizacao do produto comercial.
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5 CONCLUSOES

a) Ha divergéncia genética em trinta gendtipos de erva-mate
oriundos de propagacdo sexual, conforme mensuracdo de caracteres
fenotipicos.

b) Os caracteres que mais contribuem para a divergéncia
sdo massa fresca da folha, nimero de folhas por metro de ramo e
comprimento da folha.

c) O germoplasma apresenta variabilidade quanto a
capacidade de retengao foliar, sobrevivéncia e enraizamento de estacas.

d) A capacidade de retencao das folhas mantidas nas estacas
pode influenciar positivamente na sobrevivéncia e no enraizamento,
mas o conteudo de agucares totais na planta matriz ndo se correlaciona
com essas variaveis.

e) O enraizamento foi significativamente superior em 50%
dos genotipos estudados, variando de 43,8% a 85,4%, demonstrando,
com base apenas nessa varidvel, potencial para serem utilizados como

plantas matrizes em um programa de producao de mudas por clonagem.
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