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QUALIDADE DE SEMENTES E ASPECTOS DA PROPAGACAO SEXUADA DE
ERVA-MATE (llex paraguariensis A.St.-Hil.)*

Autora: Mara Cintia Winhelmann
Orientador: Claudimar Sidnei Fior

RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) € uma espécie nativa no Brasil e tem
grande importancia econdmica, social, ambiental e cultural. A propagacdo é realizada
principalmente por sementes, as quais carecem de estudos referentes ao beneficiamento e
qualidade fisioldgica, pois apresentam, baixo poder germinativo, germinacdo desuniforme
devido, provavelmente, a dorméncia morfofisioldgica. Assim, este trabalho teve como
objetivos: 1) avaliar o potencial do uso do soprador continuo com fluxo de ar vertical no
beneficiamento de sementes de erva-mate; 2) investigar a qualidade fisica e fisioldgica das
sementes de erva-mate de quatro matrizes e relacionar variaveis morfofisiologicas com a
posicdo da copa em que os frutos foram coletados de uma planta-mée; 3) investigar a
qualidade fisica e fisioldgica de sementes de erva-mate ap6s pré-limpeza por flutuacéo de
diferentes plantas matrizes, por meio da obtencdo de dados biométricos, teor de dgua, peso
de mil sementes, avaliacdo da integridade e viabilidade por meio do teste de tetrazélio; 4)
avaliar o efeito de pré-tratamentos, associando ambiente acido na estratificacdo, sobre a
emergéncia de sementes; 5) testar métodos de estratificacdo com diferentes substratos e/ou
a adicdo de fertilizante na superacdo da dorméncia e acompanhar o desenvolvimento
embrionério e a germinacéo; e 6) avaliar o crescimento e a qualidade das mudas submetidas
a doses de fertilizante de liberacdo controlada. Como principais resultados destaca-se: 1) o
uso do soprador aumenta a qualidade do lote de sementes de erva-mate, por meio da remogéo
de impurezas e sementes ndo integras (vazias e/ou degradadas), principalmente por elevar a
porcentagem de sementes viaveis; 2) sementes de diferentes plantas matrizes apresentam
diferencas no tamanho, teor de 4gua, peso de mil sementes e alta porcentagem de sementes
ndo integras. Sementes de diferentes quadrantes ndao apresentam diferencas para o teor de
agua, peso de mil sementes, porcentagem de sementes vazias e embrido visivel, ja no
quadrante sudeste apresentaram maior viabilidade; 3) mesmo apds a pré-limpeza por
flutuacdo, sementes de diferente matrizes apresentam diferencas na biometria, teor de agua,
peso de mil sementes, porcentagem de sementes vazias e deterioradas e alta porcentagem de
sementes ndo viaveis; 4) o pré-tratamento com solucdo aquosa neutra, seguido de solucdes
aquosas acidificadas aliado a estratificacdo favorece a emergéncia de sementes de erva-mate;
5) o tratamento com incorporagdo de adubo mineral na areia de estratificagéo teve a maior
porcentagem de germinacdo (15,4%) na estratificacdo e nos testes de germinacdo (15,2 e
20,1%). Somente nesse tratamento foram observados embrides em estagios mais avangados
de desenvolvimento (torpedo e maduro) a partir de 150 dias de estratificagdo. O
desenvolvimento embrionério e a germinacao de sementes de erva-mate foram favorecidos
pela estratificacio em areia com adicdo de fertilizante quimico; 6) doses de 6 g L™ de
fertilizante Basacote® Mini 6M (13-6-16 + 1,4) podem ser utilizadas na adubacgéo de base
de mudas de erva-mate.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (179f.) Setembro, 2021.
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QUALITY AND ASPECTS OF SEXUAL PROPAGATION OF YERBA MATE
SEEDS (llex paraguariensis A.St.-Hil.)!

Author: Mara Cintia Winhelmann
Adviser: Claudimar Sidnei Fior

ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) is a native species in Brazil and has great
economic, social, environmental and cultural importance. The propagation is carried out
mainly by seeds, which lack studies regarding conditioning and physiological quality, as
they have low germination power, uneven germination, probably due to
morphophysiological dormancy. Thus, this work had the following objectives: 1) to evaluate
the potential of using a continuous blower with vertical air flow in the conditioning of yerba
mate seeds; 2) investigate the physical and physiological quality of yerba mate seeds from
four mother-plants and relate morphophysiological variables with the position of the crown
in which the fruits were collected from a mother-plant; 3) investigate the physical and
physiological quality of yerba mate seeds after pre-cleaning by flotation of different mother-
plants, by obtaining biometric data, water content, weight of a thousand seeds, evaluation of
integrity and viability through the tetrazolium test; 4) evaluate the effect of pre-treatments,
associating acidic environment in the stratification, on seed emergence; 5) test stratification
methods with different substrates and/or the addition of fertilizer to overcome dormancy and
monitor embryonic development and germination; and 6) to evaluate the growth and quality
of seedlings submitted to doses of controlled release fertilizer. The main results are: 1) the
use of the blower increases the quality of the yerba mate seed lot, through the removal of
impurities and non-integral seeds (empty + degraded), mainly by increasing the percentage
of viable seeds; 2) seeds from different mother-plants show differences in size, water
content, weight of a thousand seeds and a high percentage of non-integrity seeds. Seeds from
different quadrants do not show differences for water content, weight of a thousand seeds,
percentage of empty seeds and visible embryo, whereas in the southeast quadrant they
showed greater viability; 3) even after floating pre-cleaning, seeds from different matrices
present differences in biometry, water content, weight of a thousand seeds, percentage of
empty and deteriorated seeds and a high rate of non-viable seeds; 4) pre-treatment with
neutral aqueous solution, followed by acidified aqueous solutions combined with
stratification favors the emergence of mate seeds; 5) the mineral fertilizer with incorporation
treatment in the stratification sand had the highest germination percentage (15.4%) in the
stratification and in the germination tests (15.2 and 20.1%). Only in this treatment were
embryos in more advanced stages of development (torpedo and mature) observed after 150
days of stratification. The embryonic development and germination of yerba mate seeds were
favored by sand stratification with addition of chemical fertilizer; 6) doses of 6 g L™t of
Basacote® Mini 6M fertilizer (13-6-16 + 1.4) can be used in base fertilization of yerba mate
seedlings.

! Doctotal thesis in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (179p.) September, 2021.
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1 INTRODUCAO

A cultura da erva-mate tem importancia sociocultural, econdmica e ecoldgica.
Sociocultural pois €é parte da identidade cultural da regido sul do Brasil, uma vez que de suas
folhas € produzido o chimarrdo, uma bebida muito apreciada pela populacdo dessa regido
(Backes & Irgang, 2002; Carvalho, 2003; Silva et al., 2018); econdmica por ser um dos
principais produtos florestais ndo-madeireiros cultivados no Brasil (Chechi & Schultz,
2016); e ecologica por integrar os sistemas florestais mais equilibrados do Pais (Wendling
& Santin, 2015). Além disso, suas flores sdo polinizadas por diversos insetos das ordens
Hymenoptera, Coleoptera, Hemiptera e Diptera (Ferreira et al., 1983; Pires et al., 2014) e
seus frutos apresentam grande importancia na alimentacdo da avifauna (Backes & Irgang,
2002; Carvalho, 2003; Colussi & Prestes, 2011).

Além do tradicional consumo da erva-mate na forma de chimarrdo, tereré e chas
(Backes & Irgang, 2002; Coelho et al., 2002; Carvalho, 2003), € crescente outras formas de
uso, como bebidas (cervejas, refrigerantes e energéticos), fabricacdo de cosméticos e
utilizacdo na forma de farinha e na rag&o animal (Croge et al., 2021). E também utilizada
como planta medicinal (Cardozo-Junior & Morand, 2016; Riachi & De Maria, 2017), tendo
propriedades estimulantes, ansioliticas e neuroprotetoras (Santos et al., 2015). Estudos
também indicam potencialidade de uso no controle do caramujo-macd (Pomaceae
caniculata), praga na cultura de arroz irrigado (Brito et al., 2018), na reducdo da incidéncia

da podriddo parda [Monilinia fructicola (Winter) Honey] e na conservacao pos-colheita de



péssegos (cv. Della Nona) (Sapelli et al., 2020), além de outros potenciais, principalmente
farmacéuticos, que ainda precisam ser investigados (Croge et al., 2021).

A regido sul do Brasil é a principal produtora de erva-mate, cujos ervais Sao
cultivados por agricultores familiares, geralmente em areas inclinadas, onde a mecanizacgao
ndo é possivel. Desde a década de 70, commodities como soja, milho e trigo comecaram a
ocupar o lugar da erva-mate (Chechi & Schultz, 2016), reduzindo sua area de cultivo. Por
iSs0 S80 necessarias pesquisas e investimentos em tecnologias em toda a cadeia produtiva, a
fim de elevar seus rendimentos e incentivar o cultivo, evitando a sua substitui¢cdo por outras
culturas (Sousa et al., 2015).

A é&rea cultivada com a espéceie foi de 71,9 mil ha em 2019 (IBGE, 2019). O Rio
Grande do Sul, com uma producdo de 233,4 mil ton, é o maior produtor, seguido pelo Parana
(192,8 mil ton) e Santa Catarina (89,9 mil ton). Ja o estado do Mato Grosso do Sul tem a
menor producdo (1,5 mil ton). No Rio Grande do Sul o cultivo esté distribuido em cinco
polos de producgéo: Alto Taquari, Planalto e Missbes, Vale do Taquari, Alto Uruguai e
Nordeste Gaucho. Neste Estado, aproximadamente 14 mil familias, distribuidas em cerca de
258 municipios (Fundomate, 2017) cultivaram 28.022 hectares em 2019 (IBGE, 2019).
Dentre estas regides, a do Alto Taquari, composta por 48 municipios, detém a maior
producdo estadual (Fundomate, 2016). E nesta regido que se localizam seis dos sete
municipios com a maior area plantada registrada e a maior produtividade em 2019
(Sindimate’RS, 2019). Também neste polo estdo localizadas 33 micro e pequenas empresas
que processam a matéria-prima, gerando aproximadamente 400 empregos diretos (Greff et
al., 2020).

Para o sucesso dos ervais, no que se refere a produtividade, sdo necessarias mudas
de qualidade genética e fisiologica, com altos indices de sobrevivéncia no plantio, bem como

resisténcia a estresses ambientais. A producdo das mudas é realizada por sementes



(Wendling & Santin, 2015). Estas sdo coletadas em ervais nativos ou implantados, sem
qualquer critério de selecdo, o que implica em ervais com alta taxa de mortalidade,
desenvolvimento heterogéneo e baixa qualidade da massa foliar produzida (Sturion &
Resende, 2010). Além disso, as sementes de erva-mate também apresentam baixo poder
germinativo, germinacdo desuniforme e dorméncia morfofisiologica (Medeiros, 1998; Dolce
et al., 2010; Wendling & Santin, 2015; Galindez et al., 2018; Souza, 2018).

Assim, a investigacdo da qualidade das sementes é de fundamental importancia,
porque em muitos casos a baixa taxa germinativa estd associada a baixa viabilidade inicial
de um lote. Souza et al. (2020a) observaram que diferentes lotes de sementes apresentam
alta variabilidade de viabilidade e concluiram que a baixa qualidade do lote esta associada
principalmente a alta taxa de sementes vazias e deterioradas. O beneficiamento das sementes
pode ser uma alternativa para aumentar essa qualidade e contribuir com o0 aumento das taxas
de germinacdo e, consequente estabelecimento das mudas, uma vez que neste processo
podem ser excluidas sementes vazias e deterioradas.

Apesar da exploracdo da erva-mate existir ha muitos anos, a germinacdo desuniforme
é considerada um dos principais problemas na producao de mudas. Essa desuniformidade é
consequéncia da existéncia de sementes com embrido imaturo e que necessita de um periodo
de estratificacdo para completar seu desenvolvimento e germinacdo (Fowler & Sturion,
2000). Contudo, as técnicas de superacao de dorméncia nao evoluiram ao longo do tempo,
sendo a estratificacdo em areia por seis meses a forma mais difundida entre os viveristas.
Nesse sentido, a possibilidade de associar a estratificagdo com a utilizacdo de pré-
tratamentos das sementes, bem como incrementar o ambiente de estratificacdo com
substancias que acelerem o processo podem reduzir o periodo para a obtengdo das mudas e

viabilizar uma germinacdo homogénea e uniforme na producdo comercial de mudas.



No que tange & producdo de mudas, o entendimento dos principais fatores de
producdo é de suma importancia para o cultivo de qualquer espécie. Atualmente, o setor
produtivo da erva-mate demanda informagdes bésicas relacionadas a producdo de mudas,
refletindo na oferta de mudas de qualidade duvidosa, limitando a producdo e a
disponibilidade de matéria-prima para os demais setores da cadeia produtiva da erva-mate
(Wendling & Santin, 2015). Aliada & producdo de mudas em menor tempo, de forma
homogénea, a pesquisa com fertilizantes de liberagdo controlada de nutrientes pode
favorecer a aceleragéo do crescimento e a melhoria na qualidade das mudas de erva-mate,
alem de facilitar o manejo.

Com base no exposto, 0 objetivo geral deste trabalho foi viabilizar o beneficiamento

de sementes de erva-mate e investigar aspectos da propagagéo sexuada.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Familia Aquifoliaceae e 0 género llex

A familia Aquifoliaceae abrange apenas o género llex, com mais de 500 espécies.
Compreende arvores, arbustos e subarbustos, que apresentam folhas alternas, simples e
geralmente estipuladas. A inflorescéncia € axilar, em fasciculos, dicasio, tirso ou racemo,
com flores, em sua maioria, didicas. O fruto € uma drupa com quatro a seis sementes,
envolvidas pelo endocarpo lignificado, formando pirénios. As espécies tém registros de
ocorréncia em regides tropicais e temperadas (Flora do Brasil, 2020).

Algumas espécies deste género sdo utilizadas na jardinagem, na medicina popular
(Tezuka et al., 2013; Yang et al., 2015) e no preparo de bebidas (Croge et al., 2021). No
Brasil, 0 género é encontrado nas cinco regides geograficas, com registros confirmados em

20 estados (Flora do Brasil, 2020), com 58 espécies identificadas (Souza & Lorenzi, 2012).

2.1.1 Aespécie llex paraguariensis A.St.-Hil.

A espécie mais conhecida da familia Aquifoliaceae é I. paraguariensis A.St.-Hil.,
com nome popular de erva-mate, mate, cad entre outros. E utilizada como bebida estimulante
em infusdo quente (chimarrédo) ou fria (tereré) (Backes & Irgang, 2002). A erva-mate é nativa
na Floresta Ombrofila Mista em associacGes mais evoluidas com a Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kunzte (Carvalho, 2003), ocorre na Argentina, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Brasil,
e neste pais é registrada do Mato Grosso ao Rio Grande do Sul (Sobral et al., 2013). No

Brasil, apresenta distribuicdo geografica associada principalmente ao Dominio Atlantico,
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com carater subtropical e temperado Umido. As areas de maior altitude da regido Sul e
Sudeste do Brasil podem ser consideradas como estratégicas para a conservacdo € manejo
sustentavel da espécie (Silva et al., 2018).

Visualmente, h& grande variabilidade fenotipica entre as populagbes de |I.
paraguariensis, principalmente diferengas com relacdo a cor do peciolo (roxo, branco ou
amarelo), tamanho e presenca de pilosidade nas folhas, e suscetibilidade a queda foliar. Por
essa razdo, técnicos e produtores envolvidos com a cultura, referem-se a essas variabilidades
com o termo “variedades” de erva-mate. Através da anélise de individuos nativos e também
cultivados, foi verificado que existe uma grande segregacao para as caracteristicas de cor do
peciolo e tamanho foliar, sendo que essa variacdo faz parte da variabilidade genética
intrapopulacional, natural da espécie (Sturion & Resende, 2010).

A erva-mate é uma arvore perenifdlia com altura variavel, podendo atingir 30 m
(Carvalho, 2003). E uma espécie dioica, embora apresente estames e carpelo na mesma flor,
no inicio da sua formacéo, sendo que apenas um deles evolui em cada espécime (Figura 1 e
2). A polinizagdo é entomofila realizada por insetos das ordens Hymenoptera, Coleoptera,
Hemiptera e Diptera, sendo principalmente realizada por abelhas (Figura 3) (Ferreira et al.,
1983; Heuser et al., 1993; Pires et al., 2014). O florescimento ocorre de setembro a dezembro
e frutos maduros séo visualizados de dezembro a abril, os quais véo da coloragdo verde, para
vermelha e por fim violeta-escuro, sendo observada elevada heterogeneidade na maturacéo
(Figura 4) (Zanon, 1988; Pires et al., 2014). O fruto é do tipo drupa, normalmente com quatro
pirénios, com mesocarpo carnoso e endocarpo lenhoso. O pirénio é o 6rgao de dispersdo da
espécie, sendo formado pelo endocarpo lenhoso e semente, e esta € composta pelo

tegumento, endosperma e embrido (Figura 5) (Heuser et al., 1993).
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FIGURA 1. Inflorescéncia (A) e flores pistiladas (B) de erva-mate (llex paraguarienss
A.St.-Hil.). llépolis, RS, 2019.

¥ ¥
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FIGURA 3. Polinizacéo de flores de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.): abelha Apis

melifera (Hymenoptera) (A), vespa da Familia VVespidae (ordem Hymenoptera)
(B), mosca-das-flores Taxomerus sp. (Diptera) (C) e formiga Camponotus sp.
(Hymenoptera) (D). llépolis, RS, 20109.
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FIGURA 4. Fases do desenvolvimento dos frutos de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-

Hil.) até a maturacdo. ll6polis, RS, 2019.

A endocarpo
2P tegumento

endosperma »
embrido

FIGURA 5. Pirénio de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) (A) e corte longitudinal
indicando as estruturas internas (B). Porto Alegre, RS, 2019.

Sementes recém colhidas apresentam diversos estagios de desenvolvimento, onde o
embrido pode ser visualizado desde uma massa de células meristematicas nao diferenciadas,
em formato globoso, até em forma de coracéo, que definem o embrido da erva-mate como
sendo do tipo rudimentar (Mello, 1980; Heuser et al., 1993; Catapan, 1998; Souza, 2018;

Mireski et al., 2019).



2.2 Sementes

A maioria das espécies nativas é propagada por sementes (Barbedo & Santos-Junior,
2018), sendo um dos principais métodos de reproducdo das plantas na natureza (Baskin &
Baskin, 2014). Também é a principal forma de propagacao da erva-mate (Cunha & Ferreira,
1987; Carvalho, 2003; Wendling & Santin, 2015).

A propagacdo sexuada apresenta como vantagens: facilidade de produgédo para
maioria das espécies, maior taxa de propaga¢do, manutencao da maior variabilidade genética
entre as plantas, sistema radicular com melhor qualidade, facilidade de transporte e
armazenamento dos propéagulos (sementes) (Wendling & Santin, 2015; Aradjo et al., 2018).
Contudo, também ha desvantagens, como: dificuldade de obtencdo de sementes para
determinadas espécies e que sejam de qualidade; necessidade de conhecer a época de
maturagéo para coleta de sementes; dificuldade de armazenamento e germinacao de algumas
espécies, sendo que este é um processo delicado e tecnicamente exigente, variando muito de
espécie para espécie; segregacao genética das mudas geradas; sementes inviaveis ou com
mal formacdo; caréncia de informacdes sobre qualidade dos lotes a taxas de germinacao,

entre outros (Wendling & Santin, 2015; Barbedo & Santos-Junior, 2018).

2.2.1 Coleta de sementes

A colheita de frutos e sementes deve ser feita de plantas matrizes previamente
selecionadas, com base em objetivos anteriormente estabelecidos para 0s quais seréo
produzidas as mudas, dentre 0s quais estdo a recuperacao de areas degradadas, arborizacao
urbana, produtos madeireiros ou ndo madeireiros, estudos genéticos, entre outros (Barbedo
& Santos-Junior, 2018).

A coleta dos frutos de erva-mate ocorre de forma manual, geralmente os viveiristas

estendem uma lona no solo sob a projecao da copa da planta matriz (Figura 6), e aguardam
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a queda natural dos frutos (Figura 7), ou fazem a derri¢a, como no café, ou cortam 0s ramos

e em seguida retiram os frutos (Zanon, 1988; Carvalho, 2003; Wendling & Santin, 2015).

—

FIGURA 6. Planta matriz de er;/a-mate (Iiéx paraguari
area cultiva com soja em Arvorezinha, RS, 2018 (A); planta matriz em erval
comercial em 1ldplis, RS, 2018 (B) e planta matriz em mata nativa, Putinga,
RS, 2018 (C).

dispostas na projecdo da copa da planta matriz. ll6polis, RS, 2018.
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2.2.2 Extracado e beneficiamento de sementes

Apos a coleta, sdo selecionados os frutos maduros que apresentam coloracéo violeta-
escuro e descartados os de coloracdo verde, também neste momento séo retiradas impurezas
maiores, como ramos e folhas (Figura 8). A extracdo das sementes ocorre por meio da
maceracao dos frutos em peneiras (Figura 9A) (Zanon, 1988; Carvalho, 2003; Wendling &
Santin, 2015) ou superficies asperas (Medrado et al., 2000; Sturion & Resende, 2010).
Alguns viveiristas para agilizar esta etapa processam os frutos utilizando um moedor de
carne manual (Figura 9B) ou elétrico.

Na sequéncia, a massa constituida de polpa, pericarpo, pedinculos e sementes
(Figura 9C) é colocada em um recipiente com &gua e as sementes sobrenadantes séo
eliminadas (Zanon, 1988; Carvalho, 2003; Wendling & Santin, 2015). Ap0s este processo
ainda ficam resquicios de polpa aderidos as sementes, por isso é indicado deixar as sementes

secar sobre papel absorvente (Barbedo & Santos-Junior, 2018).

oA S B PR

——

FIGURA 8. Frutos de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) coletados sobre lonas

dispostas na projecao da copa da planta matriz contendo impurezas como folhas
e pedacos de ramos (A) e frutos maduros coletados diretamente da planta matriz
(B). Porto Alegre, RS, 2018.
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FIGURA 9. Macera(;a(;;aos frutos de efv-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) em peneira
(A), processamento em moedor de carne manual (B), massa constituida de
polpa, pericarpo, pedinculos e sementes sobre peneira para lavagem em agua
corrente (C) e soprador de sementes De Leo® (modelo South Dakota) (D).
Porto Alegre, RS, 2020.

O beneficiamento de sementes, além da remoc¢édo dos resquicios dos frutos apds o
processo de maceracdo ou lavagem, compreende operacGes que visam retirar impurezas,
como material inerte, sementes danificadas, vazias, deterioradas e de outras espécies,
deixando o lote mais puro para a semeadura, armazenamento ou comercializacdo (Peske et
al., 2019). Para a maioria das espécies florestais, o processamento € minimo e geralmente
com o intuito de eliminar somente as impurezas (Grzybowski et al., 2019). Na maioria dos
casos, os lotes apresentam reduzida quantidade de sementes e o beneficiamento € realizado

em peneiras manuais e/ou soprador (Ferreira & Borghetti, 2004).
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2.2.2.1 Soprador com fluxo de ar vertical

Pelo fato de a maioria das impurezas apresentarem massa inferior as sementes
integras, torna-se possivel remover essa fracdo com uso de um fluxo de ar vertical (Garay et
al., 2009). Esta operagdo pode ser realizada com soprador (Figura 9D), que é um
equipamento que separa as sementes com base no deslocamento das impurezas em funcao
da velocidade de ar impressa sobre a amostra, separando as unidades que apresentam
diferentes massas, e/ou area superficial especifica. O soprador apresenta diferentes
configuracdes de abertura de passagem do ar, imprimindo menor ou maior forca de
deslocamento, sem afetar a integridade das sementes (Faria et al., 2019).

Este equipamento divide a amostra original em uma fragéo leve (depositada nas
aletas) e uma fragcdo pesada (que permanece na base do aparelho). Uma vélvula metélica
situada na parte superior, numerada de O a 25, ajusta a vazdo final do ar, alterando a
velocidade do fluxo, a qual aumenta com o nimero do ajuste (Faria et al., 2019).

Para a cultura da erva-mate, Catapan (1998) descreve que classificou o lote em mesa
densimétrica para obtencdo de sementes com maior densidade e uniformidade, e Souza
(2018) utilizou soprador para retirada de impurezas, no entanto, em ambos os trabalhos ndo

relatam o que foi possivel separar.

2.2.3 Anélise de sementes

A qualidade das sementes é representada pelo conjunto de caracteristicas genéticas,
fisicas, fisioldgicas e sanitarias, sendo que esses atributos tém diversas finalidades, dentre
elas, identificar problemas de qualidade das sementes e suas causas (Peske et al., 2019).

A demanda de sementes nativas, e em particular as florestais, estd aumentando
devido a procura para restauracdo de areas degradadas, seja de sementes ou mudas. Nesse
sentido é de fundamental importancia o controle da qualidade na producéo e conservacéo de

sementes nativas e a adequacdo dos métodos de anélises (Barbedo & Santos-Junior, 2018).
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2.2.3.1 Testes e determinacdes

Sdo um conjunto de procedimentos e regras para normatizar a analise de sementes.
Contudo, para muitas espécies nativas, ainda ndo ha métodos padronizados descritos nas
Regras de Anélise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009), nas Instru¢fes para analise de
sementes de espécies florestais (Brasil, 2013) e nas Instru¢cdes Normativas (IN) especificas,
como a IN n° 56 (Brasil, 2011) e a IN n° 17 (Brasil, 2017). Assim, resultados obtidos por
meio da pesquisa podem servir de orientacdo para realizar este controle de qualidade

(Barbedo & Santos-Junior, 2018).

2.2.3.1.1 Andlise de pureza

A anélise de pureza tem o objetivo de determinar a composicao percentual do peso
da amostra, que é separada em trés componentes: sementes puras, outras sementes e material
inerte. S&o consideradas puras todas as sementes e/ou unidades de dispersao da espécie em
analise. Em outras sementes sdo incluidas as unidades de dispersdo de qualquer outra espécie
que ndo aquela que se estd analisando. Em material inerte estdo incluidos fragmentos de
unidades de dispersdo, outros materiais e estruturas que ndo estdo descritas nas duas
categorias anteriormente citadas (Brasil, 2009).

A maioria dos trabalhos com sementes de erva-mate ndo avalia o teor de pureza dos
lotes. Porém, Menegueti et al. (2004) realizaram esta analise e observaram 89,65% de
sementes inteiras, 6,56% de sementes com partes de frutos, 0,47% de sementes infestadas,
2,43% de fragmentos, 0,19% de frutos, 0,01% de sementes de outras espécies e 0,72% de po

para o lote oriundo de Guarapuva — PR.

2.2.3.1.2 Determinacéo do teor de 4gua
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Os métodos de determinacdo do teor de &gua recomendados pelas RAS sdo 0s
métodos de estufa, adotados internacionalmente pelo fato de serem facilmente reproduziveis
e executados. O método da estufa a 105 °C por 24 horas € utilizado para todas as espécies
(Brasil, 2009).

Este método também € o mais utilizado para determinacdo do teor de agua (TA) de
sementes de erva-mate. Mello (1980) obteve 7,4 e 8,2% para sementes de erva-mate oriundas
do Rio Grande do Sul e Parana, respectivamente. Souza et al. (2020b), analisando quatro
lotes de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, verificaram teores de agua entre 6,9 e 12,5%;
Menegueti et al. (2004) e Mireski et al. (2019) observaram 11,6% e 10,7% de TA para
sementes oriundas do Parana. Para sete lotes de sementes coletadas em Mato Grosso do Sul,
0 teor de agua variou de 9 a 11,8% (Duboc & Francga, 2016) e para sementes coletadas na

Argentina, foi verificado TA médio de 10,6+0,7% (Galindez et al., 2018).

2.2.3.1.3 Peso de mil sementes e tamanho

O peso de mil sementes (PMS) é utilizado para calcular o nimero de sementes de um
lote e é um indicativo do estado de maturidade e sanidade das sementes (Brasil, 2009). Além
de ser sindnimo de qualidade, ja que sementes vazias e malformadas, quando comparadas as
bem formadas, apresentam menor peso (Barbedo & Santos-Junior, 2018).

O PMS é realizado através de contagem manual ou por meio de contadores
mecanicos onde sdo contadas oito repeti¢cbes de 100 sementes, que sdo pesadas em balanca
analitica (0,0001g), e calculado de acordo com a seguinte equacao (Brasil, 2009):

peso da amostra (g) x 100

Peso de mil sementes (PMS)(g) = o total do somontes

Poucos trabalhos analisaram o peso de mil sementes. Kuniyoshi (1983) obteve 7,1 ¢
para sementes oriundas do Parana; Duboc & Franga (2016) e Menegueti et al. (2004)

obtiveram 6,69 g para sementes do Mato Grosso do Sul e Parana, respectivamente.
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Kuniyoshi (1983) verificou que em 1 kg de sementes de erva-mate tém cerca de 155.200
sementes; Zanon (1988) afirma que em 1 kg hd em média 140.000 sementes, com variagao
de 110.000 a 190.000; Medrado et al. (2000) observou que ha de 90.000 a 100.000 sementes
por quilograma; Duboc & Franga contabilizaram em média 208.000 sementes em um
quilograma.

A obtencdo do tamanho das sementes pode ser realizada através da caracterizacéo
biométrica, com auxilio de paquimetro digital (0,01 mm), as sementes sdo medidas no
sentido longitudinal (ML) e transversal (MT) (mm). O tamanho das sementes tem relagéo
com a multiplicagdo celular do eixo embrionario e tecido de reserva, como, por exemplo,
cotilédones e endosperma. Geralmente, sementes mais nutridas durante a formacéo
apresentam maior tamanho, o que implica em maior quantidade de reservas e,
consequentemente, em maior vigor (Carvalho & Nakagawa, 2012).

Com relacdo ao tamanho, Mello (1980) verificou que a sementes de erva-mate
oriundas do Parana e Rio Grande do Sul apresentam 3,5 a 4 mm de comprimento e 2 a 2,5
mm de largura. Kuniyoshi (1983) obteve 3,4; 4,6 e 6,4 mm de altura, 1,8; 1,9 e 3,1 mm de
largura e 0,6; 1,4 e 2,2 mm de espessura para sementes coletadas no Parana. E Duboc &
Franca (2016) obtiveram 3,63 mm de comprimento médio e 1,88 mm de espessura média

para sementes amostradas de sete matrizes em Mato Grosso do Sul.

2.2.3.1.4 Germinacao

O teste de germinagcdo tem como objetivo determinar o potencial maximo de
germinacao de um lote de sementes, podendo ser utilizado para comparar a qualidade das
sementes oriundas de diferentes lotes, bem como informar o percentual de germinacao
(Brasil, 2009).

Para a erva-mate, foram realizados diversos testes de germinacdo. Mello (1980) apds

180 dias obteve 32,7% de germinacdo meédia; Cuquel et al. (1994) apds 180 dias de
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estratificagdo e mais 60 dias de germinacéo verificou 2,4% de germinacdo média; Catapan
(1998) apos 222 dias de estratificacdo e mais 150 dias de germinagdo observou germinagéo
de zero a 52% dependendo do tratamento empregado; Schaparini & Viecelli (2011) ap6s
110 dias de germinacdo tiveram germinacdo média de 0,65%; Galindez et al. (2018) apos 40
meses observaram germina¢do maxima de 25% e Souza (2018) apds 10 meses observou
26% de germinacdo maxima. De modo geral a germinagdo é muito variavel entre lotes e
tratamentos.

De acordo com Niklas (1987), a baixa porcentagem de germinacdo inicial em
sementes de erva-mate se deve ao fato de os embrides estarem em diferentes estagios de
desenvolvimento (Figura 10): maduros (0,96%), torpedo (2,65%), p6s-coracao (23,62%),

coracdo (70,24%) e globular (2,6%).

FIGURA 10. EmbriGes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) em diferentes estagios
de desenvolvimento: cotiledonar (A), cordiforme (B, C e D), cordiforme tardio
(E), torpedo (F) e maduro (G). Porto Alegre, RS, 2020.

2.2.3.1.5 Teste de tetrazdlio

O teste de tetrazolio tem o objetivo de determinar rapidamente a viabilidade de
sementes, em especial aquelas que apresentam dorméncia e que germinam lentamente em
testes de rotina. Este teste consiste na embebicdo das sementes em uma solucdo incolor de
2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazélio que reage com os tecidos vivos por meio da
liberacdo de ions de H* durante a respiracdo. Assim, ha uma nitida separacdo dos tecidos

coloridos (vivos que respiram) dos ndo coloridos (mortos) sendo considerada viavel toda
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semente que apresenta endosperma firme e colorido, com embrido visivel, sem danos e com
consisténcia firme (Brasil, 2009).

O teste de tetrazdlio é de fundamental importancia para determinar a viabilidade das
sementes de erva-mate, ja que os resultados sdo obtidos rapidamente, quando comparados
ao teste de germinacdo (Mello, 1980; Catapan, 1998). Porém, na literatura ha divergéncias
com relacdo a classificacdo das sementes viaveis. Mello (1980), Mireski et al. (2019) e Souza
(2018) definiram como viaveis todas as sementes que apresentaram embrido e endosperma
coloridos. Ja Catapan (1998) considerou vidveis sementes com endosperma e embrido
colorido, e endosperma colorido sem embrido visivel. Enquanto Sousa et al. (2015)
consideraram viaveis sementes com endosperma colorido com embrido colorido e sementes
com endosperma ndo colorido com embrido colorido, sendo que esta ultima contraria todas
as classificagdes realizadas até o0 momento. As RAS consideram como viavel a semente que
apresenta endosperma e embrido coloridos (Brasil, 2009).

Ainda ha uma caréncia de informacGes com relacdo a presenca de sementes de erva-
mate sem embrido, alguns autores citam e contabilizam a presenca dessas sementes
(Catapan, 1998; Souza et al., 2018), j& outros nao verificaram (Cunha & Ferreira, 1987;
Niklas, 1987; Fowler et al., 2007; Galindez et al., 2018; Mireski et al., 2019) ou nao se sabe
se esta informacé&o foi omitida. Duboc & Franca (2016) classificaram sementes sem embrido
como de viabilidade indefinida. E até 0 momento sdo desconhecidas as causas pelas quais
ocorre a formacao de sementes de erva-mate sem embrido visivel.

O teste de tetrazolio pode ser utilizado para comparar diferentes lotes de sementes e,
também durante a realizacdo do teste sdo identificadas as sementes vazias, ou seja, sem
endosperma e embrido, além de sementes deterioradas, que também sdo uma das causas da
baixa viabilidade das sementes de erva-mate. Trabalhos utilizando esse teste, comprovaram
a diferenca na porcentagem de sementes vidveis e ndo vidveis procedentes de diferentes

regides (Mello, 1980; Souza et al., 2020a).
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2.2.4 Dorméncia em sementes

Ap06s a maturacao e perda de agua a semente entra em um estado de quiescéncia, com
a posterior reidratacdo e germinacao. Poréem, algumas espécies podem apresentar dorméncia,
que pode ser caracterizada pela auséncia da germinacdo, mesmo quando as sementes estdo
sob condicdes de disponibilidade de a4gua, temperatura adequada e condi¢Bes atmosféricas
normais para a espécie. Sob o ponto de vista ecofisiol6gico, a dorméncia pode ser
caracterizada pelo blogueio temporal da germinagcdo, de modo que a semente possa ser
dispersada a distancias maiores, bem como impedir a germinacdo sob condicOes
desfavoraveis (Baskin & Baskin, 2004; Bewley et al., 2013; Baskin & Baskin, 2014;
Marcos-Filho, 2015; Taiz et al., 2017).

A classificagdo da dorméncia pode ser feita por meio da sua origem, localizagéo e
mecanismos envolvidos. A dorméncia é induzida em determinada fase do desenvolvimento
das sementes e também por condi¢cBes ambientais especificas. Inicialmente é classificada
em: primaria, que se instala durante o desenvolvimento da semente na planta-mée; e
secundaria, que se estabelece na semente apds sua dispersdo (Cardoso, 2009; Baskin &
Baskin, 2014; Marcos-Filho, 2015).

As sementes podem apresentar diferentes classes de dorméncia: fisioldgica,
morfolégica, morfofisioldgica, fisica e combinada (fisica com fisioldgica). A dorméncia
fisiologica pode ser devido ao fitocromo que requer niveis especificos de luz (quantitativos
e qualitativos) ou de origem hormonal, por meio do desbalango de acido abscisico (ABA) e
giberelina (GA), o que causa bloqueio na germinacdo. Este tipo de dorméncia apresenta trés
niveis (ndo profunda, intermediaria e profunda) os quais apresentam diferentes graus de
complexidade. Na dorméncia morfoldgica, as sementes apesentam embrido indiferenciado.
A dorméncia morfofisiologica, além do embrido indiferenciado, apresenta restricdo

fisiolégica para a germinacdo. Este tipo de dorméncia apresenta oito niveis (simples ndo
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profunda, simples intermediaria, simples profunda, simples de epicétilo profunda, simples
dupla profunda, complexa ndo profunda, complexa intermediaria e complexa profunda), os
quais foram definidos com base na temperatura requerida durante a estratificacdo. A
dorméncia fisica ocorre devido a presenga de envoltorio impermedvel a 4gua e a dorméncia
combinada é devido a associa¢do da dorméncia fisica e fisiologica ndo profunda, devendo
ambas serem superadas para que ocorra a germinacao (Baskin & Baskin, 2004; Baskin &
Baskin, 2014).

De forma geral hd um consenso de que as sementes de erva-mate apresentam embrido
rudimentar, estando a maioria no estagio de coracdo, mesmo apos a dispersdo (Mello, 1980;
Kuniyoshi, 1983; Cunha & Ferreira, 1987; Niklas, 1987; Heuser, 1990; Ferreira et al., 1991;
Heuser et al., 1993; Catapan, 1998; Medeiros, 1998; Sansberro et al., 1998; Heuser, 1999;
Fowler & Sturion, 2000; Fowler et al., 2007), o que é caracteristico de dorméncia
morfoldgica. Também é descrita a presenca de inibidores no endosperma e/ou endocarpo
(Ferreira et al., 1991; Fowler & Sturion, 2000; Fowler et al., 2007; Dolce et al., 2010;
Wendling & Santin, 2015), além da presenca de compostos fendlicos no tegumento (Mireski
et al., 2019) caracterizando a dorméncia fisioldgica. Contudo, alguns autores afirmam que o
endocarpo lenhoso prejudica a protusdo radicular (Medeiros, 1998; Dolce et al., 2010), além
das sementes apresentarem dorméncia tegumentar, o que as torna impermeaveis,
dificultando a absorcdo de agua, trocas gasosas e a germinacdo (Fowler & Sturion, 2000;
Fowler et al., 2007). Estudos mais recentes indicam que as sementes de erva-mate
apresentam dorméncia morfofisiologica profunda simples (Galindez et al., 2018) e Souza
(2018) afirma que as sementes de erva-mate apresentam dorméncia combinada
(morfologica, fisioldgica e fisica).

Ainda existem muitas controveérsias com relacdo a dorméncia das sementes de erva-

mate e as causas das baixas taxas de germinacdo. Souza et al. (2020a) afirmam que a



21

presenca de sementes vazias e deterioradas, associado a dorméncia, é uma das causas das

baixas taxas de germinagao.

2.2.4.1 Superacdo da dorméncia

Para superar a dorméncia em sementes de erva-mate, a estratificacdo em areia € a
técnica mais utilizada e difundida entre os viveiristas. Esta consiste em misturar as sementes
em areia ou em camadas intercaladas com esta, distribuindo uma camada de até 2 cm de
sementes, entre duas camadas de areia, com 8 a 10 cm cada (Zanon, 1988). Os recipientes
utilizados séo caixas, latas ou baldes (Zanon, 1988; Cuquel et al., 1994; Medrado et al.,
2000; Wendling & Santin, 2015) ou em sacos (Figura 11) que s&o enterrados em locais bem
drenados. As sementes ficam estratificando por um periodo de seis meses (Zanon, 1988;
Cuquel et al., 1994; Medrado et al., 2000; Wendling & Santin, 2015), quando é retirado o
excesso de areia e as sementes s@o semeadas em tubetes, por exemplo. A germinagédo de
forma geral é desuniforme, iniciando em torno de 100 dias e se estendendo a até 360 dias

(Cuquel et al., 1994; Wendling & Santin, 2015).

W
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FIGURA 11. Estratificacdo de sementes de erva-mate (IIeX paraguariensis A.St.-Hil.) em
areia. Porto Alegre, RS, 2018.



22

Além da estratificacdo em areia, outras técnicas para tentar acelerar a germinagéo
foram testadas. E o caso da imersdo das sementes em &gua destilada e 4gua de coco por 24
h, imersdo em &gua quente a 50 e 100 °C durante 30 min, armazenamento a temperatura de
5 e -5 °C em auséncia de luz por 24 h (Schaparini & Viecelli, 2011), pré-resfriamentoa 9 °C
por 30 dias (Mello, 1980), diferentes substratos (areia, vermicultita e agar) e temperaturas
(20, 25 e 30 °C constantes, temperatura alternada 20-30 °C) na presenca e auséncia de luz
(Catapan, 1998), estratificacdo em areia em diferentes temperaturas (-12, -2 e 25 °C)
(Menegueti et al., 2004), estratificacdo com umedecimento da areia com &gua, &cido
giberélico e solucdo de nitrato de potassio, com alternancia de luz e temperatura (Cuquel et
al., 1994), escarificacdo quimica com acido sulfirico e corte no tegumento no lado oposto
da micropila (Miotto, 2014), escarificacdo mecénica com lixa, diferentes temperaturas
(constantes: 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C, e alternadas: 5/15, 10/20, 10/25, 15/25, 20/30 e
10/35 °C) e &cido giberélico (Souza, 2018). Porém, na maioria dos trabalhos citados a
germinacgdo foi baixa, em geral inferior a 20%. Contudo, Souza (2018) obteve 26% de
germinacgdo em temperatura alternada de 20/30 °C e 260uM de acido giberélico e Catapan
(1998) teve 52% de germinacao apds 222 dias de estratificacdo e 150 dias de germinagdo em

areia, presenga de luz e temperatura alternada de 20/30°C.

2.2.4.2 Anatomia de sementes

Um dos primeiros trabalhos descrevendo a semente de erva-mate e sua composi¢ao
foi realizado por Mello (1980), apds Kuniyoshi (1983) descreveu aspectos morfologicos da
semente e do desenvolvimento pés-seminal. Na sequéncia foram realizados estudos
embriologicos e citologicos (Niklas, 1987), descricdo do desenvolvimento embrionario
tardio e a estrutura do endosperma (Heuser, 1990; Heuser et al., 1993) e descricdo do

suspensor e do endosperma desde a embriogénese inicial até a embriogénese tardia (Heuser,
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1999). Souza (2018) descreveu os aspectos morfolégicos e o desenvolvimento embrionario
apos a dispersdo das sementes, e Mireski et al. (2018) por meio de analises histoquimicas
identificou a presenca de polifendis no tegumento das sementes de erva-mate. Contudo, ha
uma lacuna de estudos que acompanham o desenvolvimento embrionario durante testes de

estratificacao.

2.3 Adubacéo de mudas

Para a obtencdo de mudas com qualidade genética, fisiologica e sanitéria e,
consequentemente, plantas produtivas com alto padrdo de matéria-prima (Duarte et al.,
2019) é de suma importancia a nutricdo adequada das mudas nos viveiros, pois 0 manejo da
adubacdo de base ou de cobertura € um dos principais fatores que contribuem para a maior
qualidade das mudas, sobrevivéncia e crescimento ap6s o plantio no campo (Araujo et al.,
2018). A adubacdo é uma pratica essencial nos viveiros para o acumulo de biomassa, pois
deficiéncias nutricionais comprometem o metabolismo da planta e reduzem o crescimento
das mudas (Zavistanovicz et al., 2017). Porém, para a maioria das espécies nativas as
informacdes sdo escassas (Emer et al., 2020).

O setor produtivo da erva-mate ainda carece de informagdes basicas, principalmente
no que diz respeito a producdo de mudas, alguns trabalhos ainda utilizam solo como
substrato no cultivo em recipientes (Schafer et al., 2015; Zavistanovicz et al., 2017). Porém,
cada vez mais sdo estudadas fontes alternativas como substratos a base de lodo de esgoto e
residuo de carvao (Gabira et al., 2020b), misturas de fibra de coco e subprodutos industriais,
incluindo os oriundos de residuos do processamento de erva-mate (Gabira et al., 2020a).

Contudo, o suprimento de elementos minerais se faz necessario, pois na maioria dos
casos, 0 substrato ndo apresenta os nutrientes em quantidades adequadas para um bom

desenvolvimento das mudas.
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2.3.1 Fertilizante de liberacéo controlada

O uso de fertilizantes de liberagdo controlada é considerado uma alternativa como
fonte de nutrientes para espécies florestais produzidas em viveiros, pois induzem rapido
crescimento inicial e apresentam menores perdas das mudas apds o plantio no campo (Aradjo
et al., 2019).

Os fertilizantes de liberagdo controlada disponibilizam os nutrientes de forma gradual
as plantas por meio de mecanismos de difusdo controlada, apresentam baixas perdas por
lixiviagdo e reduzem a salinizagdo do ambiente nos viveiros. O uso adequado desses
fertilizantes apresenta maiores beneficios agrondmicos e ambientais em compara¢do com as
praticas de fertilizagdo convencional (Shaviv, 2000).

As doses de fertilizantes de liberagdo controlada sdo varidveis para a producdo de
mudas de espécies nativas, pois apresentam diferentes necessidade nutricionais, e além do
mais o tipo de substrato deve ser levado em consideracao (Cabreira et al., 2021). De maneira
geral, a adicdo de fertilizantes de liberacdo controlada para a producéo de mudas de espécies
florestais tem respostas positivas (Gibson et al., 2019). Mudas de Cedrela fissilis (Navroski
et al., 2016), Moringa oleifera (Rosa et al., 2018), Euterpe oleraceae (Araujo et al., 2019)
apresentam bom crescimento com adubacao de base com fertilizante de liberacéo controlada.
Mudas bem fertilizadas de Inga laurina apresentaram uma taxa de sobrevivéncia maior ap6s
12 meses de plantio a campo (Cabreira et al., 2021).

Na producdo de mudas de erva-mate a utilizacdo desse tipo de fertilizante ainda é
incipiente. Zavistanovicz et al. (2017) utilizaram 6 g L™ de Osmocote® 15-09-12 e
verificaram desempenho similar quando comparado & adubagdo convencional com 0,7 g L™
de ureia, 8,0 g L™ de superfosfato simples e 0,4 g L™ cloreto de potassio. Gortari et al. (2020)
através de testes preliminares convencionaram adicionar 3 kg m= de Plantacote® Plus 6M
ao substrato casca de pinus compostada para producdo de mudas de erva-mate propagadas

por sementes e estacas.
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2.3.2 Atributos morfoldgicos de qualidade de mudas

A qualidade das mudas produzidas em viveiro pode ser avaliada por meio de
atributos morfol6gicos facilmente mensuraveis como altura, diametro do coleto e nimero de
folhas, sendo avalia¢fes ndo destrutivas que podem ser obtidas ao longo do tempo. Métodos
destrutivos também podem ser utilizados, dentre os quais estdo: matéria seca, area foliar,
comprimento e volume de raiz (Landis et al., 2010; Aradjo et al., 2018). Tais parametros sao
muito utilizados para determinar o padrdo de qualidade das mudas e os resultados sdo de
facil compreensdo por parte dos viveiristas (Gomes et al., 2002). Por meio destes dados
também é possivel calcular indices como a relagédo da altura e didmetro do coleto, relagéo da
altura e massa seca da parte aérea, relagdo massa seca da parte aérea e massa seca radicular
e indice de qualidade de Dickson (IQD) (Dickson et al., 1960; Gomes et al., 2002).

Para a classificacdo e selecdo das mudas, a altura € um dos pardmetros mais utilizados
(Gomes et al., 2002); juntamente com o didametro do coleto sdo analises faceis de serem
mensuradas (Gomes et al., 2002; Araujo et al., 2018; Araujo et al., 2020), sendo estas as
duas caracteristicas morfoldgicas mais importantes que afetam a qualidade e por isso séo
muito utilizadas para a classificagdo das mudas. O didmetro do coleto é um bom indicador
que pode ser correlacionado com o desenvolvimento das mudas & campo (Landis et al.,
2010).

Com relacdo a altura, Cabreira et al. (2021) também verificaram que mudas de Inga
laurina (Sw.) Willd que néo receberam fertilizagdo apresentaram a menor altura média. Para
0 didmetro do coleto, mudas de Melanoxylon brauna Schott (Gibson et al., 2019)
apresentaram comportamento linear crescente para esta variavel com o uso de fertilizante
Basacote Mini 6M (13-6-16) quando comparado sem o uso, demonstrando o potencial das

mudas em responder a fertilizacdo de liberacao controlada.



26

Silva et al. (2019) verificaram que doses crescentes de Osmocote Plus no cultivo de
Acacia mangium contribuiram para aumentar a massa seca da parte aérea e radicular, com
reflexos positivos no desenvolvimento das mudas. Para mudas de Euterpe oleraceae a massa
seca radicular aumentou com as doses do fertilizante Osmocote (Araujo et al., 2019).

O 1QD é variavel entre espécies, e de maneira geral os dados disponiveis para
espécies da Mata Atlantica ainda sdo escassos (Cabreira et al., 2021). Para Inga laurina
houve aumento no 1QD com as doses de fertilizante de liberagdo controlada (Cabreira et al.,
2021), ja para Peltophorium dubium ndo foi verificado efeito significativo do fertilizante

Osmocote (Dutra et al., 2016).
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Uso de soprador continuo com fluxo vertical de ar no beneficiamento de sementes de

erva-mate*
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Use of continuous blower with vertical air stream in conditioning yerba mate seeds

RESUMO - llex paraguariensis é propagada principalmente por sementes, porém os lotes
apresentam alta porcentagem de sementes vazias e deterioradas, tornando-se importante
investigar praticas de beneficiamento para aumentar a pureza e viabilidade inicial do lote. O
objetivo do trabalho foi avaliar o potencial do uso do soprador continuo com fluxo de ar
vertical no beneficiamento de sementes de erva-mate. Sementes de sete matrizes foram
expostas a fluxos de ar vertical nas aberturas 0; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5 cm, resultando em
fracdes leves (aleta) e pesadas (base). Foram avaliados o percentual de sementes ndo integras
(vazias + deterioradas), viaveis, ndo viaveis e peso de mil sementes (PMS) retidas na base e
aleta do soprador. A porcentagem de sementes ndo integras retidas na base do soprador
reduziu com o aumento da abertura do fluxo de ar, também houve reducdo da fracdo de
sementes viaveis e para a porcentagem de sementes ndo vidveis ndo houve diferenca. O PMS
de todas as matrizes apresentou aumento significativo na fracdo contida na base a medida
que aumentou a abertura. Conclui-se que o uso do soprador aumenta a qualidade fisica e
fisiologica das sementes de erva-mate ao promover a remocdo de sementes ndo integras
(vazias + degradadas). As aberturas de 5,5 e 6,5 cm, com velocidade terminal média de 100
km h? sdo indicadas para o beneficiamento de sementes de erva-mate, considerando a
viabilidade e o PMS obtidos neste trabalho.
Palavras-chave: llex paraguariensis A.St.-Hil.. South Dakota. Teste de tetrazdlio.
Viabilidade de sementes.
ABSTRACT - llex paraguariensis is mainly propagated by seeds, but the lots have a high
percentage of empty and deteriorated seeds, making it important to investigate processing
practices to increase the purity and initial viability of the lot. The objective of this work was
to evaluate the potential of using a continuous blower with vertical air flow in the processing
of yerba mate seeds. Seeds from seven mother-plants were exposed to vertical air stream at

openings 0; 3.5; 4.5; 5.5; 6.5 and 7.5 cm, resulting in light (fin) and heavy (base) fractions.
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The percentage of unhealthy seeds (empty + deteriorated), viable, non-viable and a weight
of a thousand seeds (WTS) retained in the base and blade of the blower were evaluated. The
percentage of unhealthy seeds retained at the base of the blower reduced with the increase
of the air flow opening, there was also a reduction in the fraction of viable seeds and for the
percentage of non-viable seeds there was no difference. The WTS of all mother-plants had
a significant increase in the fraction contained in the base as the opening increased. It is
concluded that the use of the blower increases the physical and physiological quality of yerba
mate seeds by promoting the removal of non-integral seeds (empty + degraded). The opening
of 5.5 and 6.5 cm, with an average terminal velocity of 100 km h are indicated for the
cleaning of yerba mate seeds, considering the viability and the WTS obtained in this work.

Key words: llex paraguariensis A.St.-Hil.. South Dakota. Tetrazolium test. Seeds viability.

INTRODUCAO

llex paraguariensis A.St-Hil. (Aquifoliacea) € uma espécie arbdrea nativa no Brasil,
Paraguai, Argentina e Uruguai, cujas folhas sdo utilizadas principalmente para o preparo do
chimarrdo e do tereré. Além disso, a espécie apresenta potencial para diferentes usos, como
conservantes, suplementos alimentares, corantes, produtos de higiene, cosméticos, entre
outros (CROGE; CUQUEL; PINTRO, 2021).

A producdo de mudas de erva-mate € realizada principalmente a partir de sementes
(WENDLING; SANTIN, 2015), contudo, essas apresentam baixa qualidade genética e
fisioldgica, taxa de germinacéo reduzida e desuniforme, além de dorméncia morfofisioldgica
(WENDLING; SANTIN, 2015; GALINDEZ et al., 2018). As taxas de germinac&o sio, em
geral, inferiores a 20%, sendo atribuidas principalmente a dorméncia. Estudos recentes
indicam que lotes de sementes de erva-mate apresentam alta porcentagem de sementes
vazias e deterioradas (SOUZA et al., 2020a), tornando-se importante investigar praticas de

beneficiamento que possam aumentar a pureza e a viabilidade inicial do lote.
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O beneficiamento de sementes € um conjunto de técnicas e operacdes que visam
retirar impurezas, como material inerte, sementes danificadas, vazias, deterioradas e de
outras espécies, deixando o lote mais puro para a semeadura, armazenamento ou
comercializagdo (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2019). Pelo fato de a maioria das
impurezas apresentar velocidade terminal maior do que as sementes, torna-se possivel
remover o material mais leve do lote com uso de um fluxo de ar vertical (GARAY; ELIAS;
MEYER, 2009). Esta operacdo pode ser realizada com soprador que opera com diferentes
configuracdes de abertura para passagem do fluxo de ar, dividindo a amostra original em
uma fracéo leve e outra pesada, sem afetar a integridade das sementes (FARIA et al., 2019).

A escolha da velocidade do ar a ser utilizada depende das caracteristicas do lote de
sementes, sendo variavel entre plantas matrizes e entre diferentes colheitas, pois fatores
intrinsecos e extrinsecos ligados a formacdo da semente afetam o tamanho e 0 peso
especifico (GRZYBOWSKI et al., 2019). O fluxo de ar aumenta com a abertura do soprador
(FARIA et al., 2019) e, consequentemente, é alterada a capacidade do fluxo de ar em
deslocar sementes de diferentes massas, separando as fragdes leve e pesada em locais
distintos, identificados, respectivamente, como aleta e base do soprador.

Culturas tradicionais, sejam elas arbéreas ou ndo, em funcdo de selecdo e
melhoramento, apresentam sementes com caracteristicas biométricas muito semelhantes,
mesmo entre matrizes distintas, mas ndo é o caso da erva-mate. Em funcdo disso, ha
necessidade de uma serie de testes e adaptacdes, testando-se diferentes matrizes para atingir
uma regulagem do fluxo de ar vertical, de maneira a tornar possivel o seu uso para a cultura.
O estudo de lotes de sementes oriundos de diferentes ecétipos auxilia no estabelecimento
das aberturas de ar adequadas ao beneficiamento, sem que haja o descarte demasiado de
sementes viaveis e, assim chegar a uma recomendacdo de faixa de abertura que pode ser

utilizada para diferentes lotes.



37

A hipétese deste trabalho estd baseada na teoria de que a massa das sementes vazias
e deterioradas difere suficientemente das sementes viaveis, sendo possivel remover sementes
ndo integras utilizando um fluxo de ar vertical. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi
avaliar o potencial do uso do soprador continuo com fluxo de ar vertical no beneficiamento
de sementes de erva-mate.

MATERIAL E METODOS

Em janeiro de 2020 foram selecionadas sete plantas matrizes de erva-mate (MA13,
MA14, MA15, MA16, MA20, MA21, MA22), com idade média de 30 anos e distancia
minima de cinco metros e méxima de 200 m entre elas. Essas plantas pertencem ao Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) existente na Estacdo Florestal Experimental do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Renovaveis (Parque do Ibama), em Ilépolis — RS
(28°55'57.688" S 52° 7' 54.026" W). Este BAG foi formado a partir de propéagulos coletados
na maior parte da area de abrangéncia de distribuicdo da espécie no Brasil, nos estados do
RS, SC, PR, e MS. Neste local, a propor¢cdo de plantas femininas e masculinas é de
aproximadamente 1:1, num total de 640 plantas em uma &rea de 2,0 ha. Através da analise
quimica pode-se observa que o solo do local apresenta pH 4,5, 34% de argila, 3% de matéria
organica, 2,7 mg dm de fosforo e 118 mg dm de potassio.

Em fevereiro e margo de 2020 foram coletados os frutos maduros dispersos
naturalmente (abscisados) sobre telas de polietileno, afastadas 30 cm do solo, dispostas sob
a projecdo da copa de cada arvore. Os frutos foram levados ao laboratério onde foram
isolados de residuos vegetativos, e em seguida macerados sobre peneira sob agua corrente.

As sementes de cada matriz permaneceram secando sobre papel toalha por trés dias
em bancada de laboratorio. Na sequéncia, foi analisado o teor de agua (TA), determinado
pelo método da diferenca percentual de massa ap0s secagem em estufa a 105 °C £ 5 °C, por

24 horas (BRASIL, 2009). Para cada planta matriz foram utilizadas trés amostras de 0,5 g.
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Em seguida foi realizada a caracterizacdo biométrica das sementes de cada matriz.
Com auxilio de paquimetro digital (0,01 mm), as sementes foram medidas no sentido
longitudinal (ML) e transversal (MT) (mm), sendo utilizadas quatro repeticdes de 25
sementes, retiradas ao acaso, por planta matriz.

Apos trés meses de armazenamento em frascos de vidro com tampa metalica sob
temperatura constante de 5 °C + 2 °C, foi efetuada a pré-limpeza das sementes utilizando
um jogo de peneiras de furos oblongos. O material retido nas peneiras com abertura de malha
de 2,5 e 2,25 mm foi descartado, sendo composto por impurezas como fragmentos de ramos,
folhas e frutos mumificados. O material retido na peneira com abertura de malha igual ou
inferior a 2,0 mm foi homogeneizado no equalizador de amostras. Em seguida, essas
amostras foram pesadas em balanca analitica (0,001 g) e separadas em sete amostras de 50
g para cada matriz. Nesse momento foi determinada a pureza (%) de cada matriz, a partir da
pesagem dos diasporos e do material inerte, este Ultimo composto por restos de frutos
(pedunculos e pericarpos), pedagos de folhas e ramos com tamanho inferior as malhas de
peneiras utilizadas na pré-limpeza.

Posteriormente procedeu-se a limpeza das sementes usando um soprador de sementes
De Leo® (modelo South Dakota). Este equipamento regula a velocidade do fluxo de ar,
dividindo a amostra original em uma fracéo leve (aleta) e uma fracdo pesada (base). Uma
valvula metélica numerada de 0 a 25 ajusta a velocidade do fluxo de ar, que aumenta com 0
namero do ajuste. O equipamento € ajustado manualmente, quanto maior a abertura, maior
a velocidade do fluxo de ar no equipamento. O soprador foi ajustado com as aberturas de
3,5; 4,5;5,5; 6,5 e 7,5 cm e no tempo de ventilagdo de 60 segundos para cada abertura. A
velocidade do ar foi monitorada por meio de um anemémetro digital LT Lutron LM-8000A
Akso® acoplado na parte superior do tubo do soprador (Anexo I).

As configuracgdes de abertura foram definidas em testes preliminares. Cada abertura

testada correspondeu a um tratamento de 50 gramas de sementes para cada matriz. A massa
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das duas fracGes de cada abertura (aleta e base) foi determinada em balanca analitica
(0,0019), convertendo os resultados em porcentagem da massa original (Anexo I). Também
foi adicionado a estas aberturas um tratamento controle, sem o uso do equipamento e,
portanto, sem a limpeza de sementes e denominado de abertura zero.

Posteriormente, para cada abertura (0; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5) e fragéo (aleta e base)
de cada matriz, foram realizadas as seguintes analises:
- Avaliacdo da integridade das sementes de erva-mate (quatro repeticdes de 25 sementes).
Inicialmente, as sementes foram imersas em agua ultrapurificada a 30 °C por 24 horas para
facilitar o corte (CATAPAN, 1998). Em seguida, foi realizado o corte longitudinal com o
auxilio de pinca e bisturi. As sementes foram analisadas visualmente com auxilio de
microscépio estereoscopico Leica EZ4 HD, com aumento de 20 a 30 vezes. Nessa avaliacéo,
as sementes foram classificadas em ndo integras, compostas por sementes vazias (auséncia
de embrido e de endosperma ou por conter menos de 50% dos tecidos) e deterioradas
(endosperma e embrido necrosados ou com tecido gelatinoso). As demais foram
classificadas como integras e utilizadas na avaliacdo descrita a seguir.
-Viabilidade pelo teste de tetrazélio: as sementes integras foram imersas em solucéo de 0,1%
de 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetraz6lio por 24 horas a 35 °C (CATAPAN, 1998). Apo6s esse
periodo, procedeu-se a observacdo em microscopio estereoscépico Leica EZ4 HD, com
aumento de 20 a 30 vezes e foram consideradas vidveis as sementes que apresentaram
endosperma corado com embrido visivel, sem danos e com consisténcia firme. As sementes
que ndo apresentaram estas caracteristicas foram classificadas como ndo viaveis (BRASIL,
2009). O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes de 25 sementes
para cada matriz. O calculo de porcentagem de sementes ndo integras, viaveis e nao viaveis
foi ajustado com base na porcentagem da massa de sementes de cada fracédo (aleta e base)

considerando a pureza e o PMS de cada matriz antes do beneficiamento.
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- Peso de mil sementes (PMS): conforme metodologia descrita nas Regras de Andlises de
Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), foram pesadas em balanca analitica (0,0001g), trés
repeticOes de oito amostras de 100 sementes:

eso da amostra x 100
Peso de mil sementes (PMS)(g) = P (&)

n° total de sementes

O valor final do PMS (g) foi corrigido considerando o teor de agua médio (9,5%) das
sementes para todas as amostras.

Os dados de teor de agua, biometria, PMS, pureza, porcentagem de sementes nao
integras, viaveis e ndo viaveis pelo teste de tetrazolio antes do beneficiamento foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de LSD-
Fisher a 5% de probabilidade de erro pelo software CoStat 6.45 em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial simples. Os dados de porcentagem de
sementes ndo integras, viaveis, ndo vidveis e PMS para as diferentes matrizes e aberturas
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo software Costat 6.45 e regressao
exponencial pelo SigmaPlot 11.0 em delineamenteo inteiramente casualizado em esquema

bifatorial (matriz x abertura do soprador). Os dados de porcentagem de ndo viaveis na aleta

ndo atenderam aos pressupostos da ANOVA, sendo transformados para vx + 100, porém
estdo apresentados em seus valores originais.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Anteriormente ao beneficiamento, as matrizes apresentam diferenca no teor de agua
(TA), com variacao de 8,8% a 10,6% e TA médio de 9,5% (Tabela 1), coincidindo com o0s
valores observados para a espécie (MIRESKI et al., 2019; SOUZA et al., 2020b). A matriz
MAZ20 apresentou o maior PMS (8,8 g) e a matriz MA13, o menor (5,3 g), as demais
apresentaram valores intermediarios (Tabela 1).

Quanto a biometria, sementes das matrizes MA14 e MA20 a apresentaram 3,91 mm

de medida longitudinal (ML) e a matriz MA22, 3,98 mm, sendo estes os maiores valores. A
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matriz MA13 apresentou o menor valor (1,70 mm). J& para a medida transversal (MT), a
matriz MA21 apresentou a maior medida (2,02 mm) e as matrizes MA13 e MA15, os
menores valores, 1,70 e 1,75 mm, respectivamente. As demais matrizes apresentaram
valores intermediarios, evidenciando a diversidade fenotipica da espécie (Tabela 1).

Para a avaliagdo da pureza, as matrizes nédo diferiram estatisticamente, apresentando

86,3% de diasporos e 13,7% de impurezas como médias gerais (Tabela 1).

Tabela 1 - Teor de agua (TA) (%), peso de mil sementes (PMS) (g), medida longitudinal
(ML) (mm), medida transversal (MT) (mm) e pureza (%) antes do beneficiamento de
sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.), oriundas de diferentes plantas
matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.

TA PMS* ML MT

Pureza (%)

Matriz  Data coleta (%) @ (mm) (mm) Dla(sozgros Imp(l;Ar)()azas
MA13 08/02/2020 9,5cd 53f 3,17d 1,70d 90,9 ns 9,1ns
MA14  09/03/2020 9,7 bc 79b 391a 1,89b 86,0 14,0
MA15 09/03/2020 8,9de 70d 3,78b 1,75d 85,8 14,2
MA16 09/03/2020 10,3 ab 6,le 367c 1,74d 85,1 14,9
MA20  24/02/2020 8,8¢e 88a 391a 1,910b 84,1 15,9
MA21  24/02/2020 10,6 a 71cd 363c 202a 86,0 14,0
MA22  24/02/2020 8,9 de 75bc 398a 182c 86,3 13,7
Média 9,5 7,1 3,7 1,8 86,3 13,7

p valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,0886 0,0886
CV (%) 4,0 3,8 1,3 2,1 2,85 17,7

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5% de
probabilidade de erro; ns — ndo significativo; CV — coeficiente de variacao.
*PMS considerando o TA médio de 9,5%.

Na avaliacdo da integridade das sementes, ainda antes do beneficiamento, observou-
se que as matrizes diferiram entre si com relacdo & quantidade de sementes ndo integras
(vazias + deterioradas). As matrizes MA14, MA16, MA21 e MA22 apresentaram a maior
porcentagem de sementes ndo integras, com média de 45%. Estas foram seguidas pelas
matrizes MA15 e MA20, com 38%, e pela matriz MA13 com o menor valor (28%). Esta

mesma matriz (MA13) apresentou a maior porcentagem de sementes viaveis (45%). As
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demais apresentaram valores entre 30 e 38%. A porcentagem de sementes ndo viaveis foi

em média de 22,8% e variacdo de 17 a 32% (Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliagéo da integridade de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-
Hil.): ndo integras (%) e viabilidade pelo teste de tetrazolio - viaveis (%) e ndo viaveis (%)
oriundas de diferentes plantas matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.

Matriz % N&o integras % Viaveis % Nao viaveis
Matriz 13 28 C 45 a 27 ab
Matriz 14 45 a 34 bc 21 bcd
Matriz 15 38D 30c 32a
Matriz 16 44 a 35 bc 21 bcd
Matriz 20 38D 38b 24 bc
Matriz 21 46 a 36 b 18 cd
Matriz 22 45 a 38b 17d
Média 40,6 36,6 22,8
p valor <0,001 <0,001 0,001
CV (%) 7,6 9,4 19,5

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5% de
probabilidade de erro; CV — coeficiente de variagao.

A variabilidade observada nos diasporos das diferentes matrizes pode ser atribuida a
fatores genéticos, inerentes a cada planta (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Neste caso,
com menor influéncia dos fatores ambientais, pois as arvores estdo localizadas num mesmo
ambiente e assim, expostas ao mesmo microclima.

Apos passagem das sementes pelo soprador, foi verificada interacdo entre matriz e
abertura do soprador para a maioria das variaveis analisadas, com excecdo da porcentagem
de sementes viaveis e ndo vidveis na base. Esta ultima variavel s6 apresentou significancia
para matriz (Tabela 3).

Em todas as matrizes, a porcentagem de sementes ndo integras na base do soprador
(Figura 1A) reduziu com o aumento da abertura do fluxo de ar, e, consequentemente a
quantidade deste tipo de semente na aleta aumentou (Figura 1B). A medida que aumentou a
velocidade, ocorreu incremento na proporcdo de sementes vazias e deterioradas na fragdo

leve, porém houve grande variagao entre as matrizes pelo fato de as sementes apresentarem
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diferencas com relacdo ao tamanho (Tabela 1) e presenga de sementes ndo integras (Tabela
2).
Tabela 3 - Anélise de variancia de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.)

de diferentes plantas matrizes, beneficiadas em soprador de ar vertical com diferentes
aberturas de fluxo de ar.

o . Matriz ~ Abertura soprador Interacdo Ccv Média

Variaveis analisadas

p valor p valor p valor (%) geral
% ndo integras Base <0,001 <0,001 <0,001 13,2 23,3
% ndo integras Aleta ~ <0,001 <0,001 <0,001 16,5 17,3
% viaveis Base <0,001 <0,001 0,0915 9,7 33,2
% viaveis Aleta <0,001 <0,001 <0,001 28,4 34
% ndo vidveis Base <0,001 0,0076 0,9999 19,8 21,3
% ndo vidveis Aleta*  <0,001 <0,001 <0,001 0,5 15
PMS Base (g) <0,001 <0,001 <0,001 0,75 7,5
PMS Aleta (g) <0,001 <0,001 <0,001 1,14 3,1

*transformado para vx + 100; CV - coeficiente de variagdo; 5% de probabilidade de erro.

Diasporos vazios ou malformados sdo deslocados pela massa de ar mais facilmente
quando expostos numa coluna de ar vertical. Isso significa que o material indesejavel pode
ser removido usando uma velocidade de ar adequada (GARAY; ELIAS; MEYER, 2009).
Para as matrizes MA13, MA15 e MA20, a abertura 3,5 permitiu remover apenas impurezas
na aleta ndo sendo constatada a presenca de sementes. Resultado semelhante foi obtido nas
aberturas 3,5 e 4,5 para as matrizes MA14, MA16, MA21 e MA22 (Anexo I), demonstrando
que essas aberturas séo eficientes apenas na remogao de impurezas.

Este fato reduz a quantidade de material que é colocado para estratificar, ja que o
beneficiamento inadequado das sementes (presenca de restos de polpa e outras impurezas)
favorece a proliferacdo de microrganismos que podem acelerar a degradagé@o das sementes
e reduzir o estabelecimento de pléantulas no viveiro provocando doengas (GRIGOLETTI

JUNIOR et al., 1999).
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Figura 1 - Porcentagem total de sementes ndo integras de erva-mate (llex paraguariensis A.
St.-Hil.) retidas na base (A) e na aleta (B) para diferentes aberturas (cm) do soprador e
plantas matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.

L Nl NE BN

% sementes ndo integras Aleta
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¢OmMP>4A408®0

Abertura (cm)

MA13 y=5,1861+22,8360/(1+exp(-(x-4,2638)/-0,1224)) p<0,0001 R*=0,99

—_——— MA14 y=4,7806+41,0646/(1+exp(-(x-5,5277)/-0,3934)) p<0,0001 R*=0,96

————————— MA15 y=12,3058+25,7285/(1+exp(-(x-4,2415)/-0,1252)) p<0,0001 R*=0,99

----------------------------- MA16 y=7,8902+36,1762/(1+exp(-(x-5,2867)/-0,1516)) p<0,0001 R*=0,97

———————— MA20 y=3,7781+34,2480/( 1-+exp(-(x-5,2639)/-0,1264)) p<0,0001 R*=0,99
—_———— —— MA21 y=46,1772/(1+exp(-(x-5,3012)/-0,1806)) p<0,0001 R*=0,99

—_— MA22 y=0,2451+36,0333/(1+exp(-(x-4,2961)/-0,1926)) p<0,0001 R*=0,99

MA13
MA14
MA1S5
MA16
MA20
MA21
MA22

Abertura (¢cm)

MA13 y=3,9194*exp(0,2600x) p<0,0001 R*=0,81
——————— MA14 y=0,8112*exp(0,5367x) p<0,0001 R’=0,90
————————————— MA15 y=4,3744*exp(0,2622x) p<0,0001 R’=0,82

. ' : MA16 y=1.4415%exp(0,4530x) p<0,0001 R*=0,87
¢ e ¢ 4 MA20 y=1,5076*exp(0,4407x) p<0,0001 R*=0,87
_———— = MA21 y=1,9625*exp(0,4312x) p<0,0001 R*=0,86
————————— MA12 y=4,8324*exp(0,2953x) p<0,0001 R’=0,87
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Embora os viveiristas realizam um pré-beneficiamento nas sementes de erva-mate,
por meio do descarte do sobrenadante em agua no momento da limpeza (WENDLING,;
SANTIN, 2015), as informagdes sobre a padronizacdo desse processo e a porcentagem de
sementes viaveis descartadas, bem como o quanto de sementes ndo integras permanece no
lote e sdo colocadas para estratificar ndo estdo esclarecidas. Além disso, 0s viveiristas
colocam as sementes para estratificar logo apds a limpeza, quando ainda existem restos de
polpa, pericarpo e pedunculos que favorecem a incidéncia de patdgenos, contribuindo para
a inviabilizagédo das sementes ou causando doengas nas plantulas (SOUZA et al., 2019). Isso
€ mais um fator que justifica o baixo percentual de germinacédo da espécie, conforme relatado
na literatura (WENDLING; SANTIN, 2015; GALINDEZ et al., 2018).

Nas aberturas 5,5; 6,5 e 7,5 restaram, em média, 13,2%, 8,1% e 5%, respectivamente,
de sementes ndo integras na base, de um total de 40,6% antes do beneficiamento (Tabela 2),
aumentando consideravelmente a qualidade das sementes na base do soprador. Contudo, este
resultado estd atrelado as caracteristicas das sementes de erva-mate que apresentam
diferentes comportamentos quando expostas a fluxos de ar.

A partir da abertura 5,5, 68,2% do total de sementes ndo integras foram transferidas
da base do soprador para a aleta, considerando a média de todas as matrizes. Contudo, a
variacdo entre as matrizes foi de 44% a 78,8%. Na abertura 6,5, a média foi de 80,1%, com
variagdo de 70,9 a 93% entre as matrizes. E na abertura 7,5, a média de 87,2% do total de
sementes ndo integras removidas da base e variacdo de 69,9 a 96%.

A quantidade de sementes viaveis na base do soprador foi muito variavel entre
matrizes e aberturas do soprador (Figura 2A). Embora para algumas matrizes a maior fracéo
de sementes viaveis tenha permanecido na base do aparelho, a medida que aumentou o fluxo
de ar, também reduziu proporcionalmente a fracdo de sementes viaveis na base, pois parte
dessas foram sopradas para a aleta (Figura 2B). Nas aberturas zero e 3,5 ndo foi verificada a

presenca de sementes viaveis na aleta para nenhuma matriz, ou seja 100% das sementes
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viaveis permaneceram na base do soprador. A partir da abertura 4,5 foi verificado que 95,4%
do total de sementes viaveis permaneceram na base e somente 4,6% foram transferidas para
a aleta. Na abertura 5,5 observou-se 90,4% do total de viaveis estavam na base e 9,6% foram
sopradas para a aleta. Na abertura 6,5, 82,1% do total de sementes viaveis ficaram na base e
17,9% na aleta e na abertura 7,5, 74,5% do total de sementes vidveis permaneceram na base
e 25,5% na aleta.

Contudo, a analise separada de cada matriz mostrou que os valores apresentaram
muita variacdo. Na abertura 4,5 ndo foi verificada a presenga de sementes viaveis na aleta
para as matrizes MA14, MA16, MA20 e MA21. Porém, nesta mesma abertura, a matriz
MAZ22 teve 17,1% do total de sementes vidveis sopradas para a aleta e as matrizes MA13 e
MAU15 apresentaram 4,9% e 10,0%.

Na abertura 5,5, a perda média total de sementes viaveis foi de 9,6%, novamente com
valores muito variaveis entre as matrizes. A matriz MA14 teve a menor perda (2%), seguida
da matriz MA16 (5,1%). Ja as matrizes MA13, MA15, MA20 e MA21 apresentaram em
média 10% do total de sementes vidveis deslocadas da base para a aleta. De forma
semelhante ao que foi verificado na abertura 4,5, a matriz MA22 também apresentou a maior
porcentagem de perdas (18,1%) na abertura 5,5.

Na abertura 6,5 verificou-se perda média de 17,9% do total de sementes viaveis, e
novamente a matriz MA22 apresentou o maior valor (30%), seqguida da matriz MA13
(25,1%), MA21 (17,1%) e MA14 (16,1%). As matrizes MA20, MA16 e MAL15 apresentaram
média de 12,3% de sementes viaveis descartadas.

Para a abertura 7,5, 25,5% do total de sementes viaveis foram transferidas para a
aleta, considerando a média de todas as matrizes, novamente com valores muito variaveis
entre elas. As matrizes MA13, MA14, MA15 e MAL16 apresentaram perda média de 19%,
seguida pela matriz MA20 com 29,1%, da matriz MA21 com 35,1% e a matriz MA22 com

38,1% do total de viaveis.
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Figura 2 - Porcentagem total de sementes viadveis de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-
Hil.) retidas na base e na aleta para diferentes aberturas (cm) do soprador e plantas matrizes,
Rio Grande do Sul, Brasil.
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De forma geral, a matriz MA22 apresentou as maiores porcentagens de sementes
viaveis deslocadas para a aleta, com média de 25,8% do total de vidveis descartadas, sendo
que na abertura 4,5 ja apresentou 17,1% do total de viaveis descartadas e este valor foi
aumentando acentuadamente, culminando com 38,1% do total de sementes viaveis sopradas
para a aleta na maior abertura.

A variabilidade observada neste estudo se deve ao fato de as matrizes apresentarem
diferencas principalmente com relacdo as caracteristicas fisicas, como PMS e dimensGes
(medida longitudinal e transversal) (Tabela 1), consequentemente apresentam
comportamentos distintos quando expostas a um fluxo de ar. A remocdo de materiais
indesejaveis so é possivel se houver diferencas fisicas entre os componentes, dentre as quais
estdo: largura, espessura, comprimento, peso, forma, peso especifico, textura superficial, cor,
condutibilidade elétrica e afinidade por liquidos, sendo o peso e o tamanho as mais
comumente utilizadas (PESKE; VILLELA; MENEGHELLO, 2019).

A medida que aumentou a abertura do soprador aumentou a velocidade terminal do
fluxo de ar. Esta é afetada pela massa do objeto, aceleracdo da gravidade, densidade do fluido
onde o objeto esta caindo, area do objeto e coeficiente de atrito do objeto. Portanto, uma vez
que ha baixa variabilidade quanto a area das sementes de um mesmo lote, torna-se possivel
a separacdo de sementes de menor densidade, decorrente do processo deteriorativo ou de sua
ma formacao. E o que foi verificado neste trabalho, porém com comportamento diferenciado
entre matrizes, pelo fato de as sementes apresentarem caracteristicas morfoldgicas distintas.

Neste estudo, 0 aumento da viabilidade foi associado ao aumento do fluxo de ar, ou
seja, aberturas maiores, com maior fluxo de ar proporcionaram o aumento da qualidade do
lote de sementes. O mesmo foi verificado por Faria et al. (2019) quando utilizaram seis
aberturas (1, 2, 3, 4, 5 e 6) na limpeza de sementes de Moquiniastrum polymorphum (Less.)

G. Sancho, e verificaram maior porcentagem de sementes cheias (100%) nas aberturas 5 e
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6. Por meio de testes de germinagdo estes mesmos autores confirmaram a eficiéncia no uso
do soprador na separacdo de sementes vazias e malformadas, indicando um aumento na
qualidade da amostra final da fragdo pesada.

O uso do soprador pode ser uma alternativa para aumentar a porcentagem de
viabilidade de lotes de sementes florestais, caracterizados pela alta porcentagem de sementes
vazias (PHARTYAL et al., 2002) e, na maioria dos casos, com reduzida quantidade de
sementes (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Em Acer caesium Wall. Ex. Brandis, o lote de
sementes apresentava 36% de viabilidade antes da limpeza e, ap6s passagem no soprador,
aumentou para 67,5%. Assim, o soprador foi eficaz para melhorar a qualidade do lote, que
antes da limpeza apresentava alta porcentagem de sementes vazias e consequentemente
baixa viabilidade (PHARTYAL et al., 2002).

Para a matriz MA14 foi verificado o menor incremento no percentual de sementes
viaveis na base, de 34% para 41% na abertura 7,5, aumento de sete pontos percentuais e
descarte de 20,9% do total de sementes viaveis. Esta foi seguida pela matriz MA15, que
elevou em 14 pontos percentuais a viabilidade (30 para 44% e com 18% do total de sementes
viaveis sopradas para a aleta (Figura 3).

As matrizes MA16 e MA22 apresentaram aumento de 19 pontos percentuais, porém
com 17,9% e 38,1% do total de sementes vidveis eliminadas na fracdo leve, respectivamente.
As matrizes MA20 e MA21 apresentaram 0 maior aumento na porcentagem de sementes
vidveis na base (27% e 32%), com 29,1% e 35,1% de sementes viaveis transferidas da base
para a aleta do soprador, respectivamente. Para todas estas matrizes, a maior porcentagem
de viaveis foi verificada apds o tratamento com abertura 7,5. Ja para a matriz MA13 0 mesmo

foi verificado com a abertura 6,5, apresentando 66% de viabilidade (Figura 3).
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Figura 3 - Porcentagem de sementes vidveis e ndo integras de erva-mate (llex

paraguariensis A. St.-Hil.) retidas na base, para diferentes aberturas (cm) do soprador e
plantas matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.
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Para a porcentagem de sementes integras, mas ndo viaveis, este processo ndo foi

muito eficiente, visto que, de forma geral, as sementes apresentam as mesmas caracteristicas

fisicas (formato, cor e massa) das sementes viaveis. Dessa forma, ndo houve diferenca entre

as aberturas, ndo sendo possivel ajustar uma equacao. Na aleta, a proporcao destas sementes

teve um leve incremento a medida que aumentou a abertura até 6,5, com média de 3,5%,
reduzindo para 2,8% na abertura 7,5 (Figura 4).

Figura 4 - Porcentagem total de sementes nao viaveis de erva-mate (llex paraguariensis A.

St.-Hil.) retidas na aleta para diferentes aberturas (cm) do soprador e plantas matrizes, Rio
Grande do Sul, Brasil.
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O peso de mil sementes de todas as matrizes apresentou aumento significativo na
fracdo contida na base, a medida que aumentou a abertura, com exce¢do da matriz MA13
que apresentou maior PMS na abertura 6,5 (Figura 5A). Essa matriz apresentou maior

velocidade terminal e maior quantidade de massa retida na abertura 6,5, quando comparado
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com a abertura 7,5 (Anexo I). Isso pode ser explicado pelo fato dessa matriz apresentar os
menores didsporos (Tabela 1), o que pode ter influenciando na distribui¢do da massa, quando
exposta a fluxos de ar de maior velocidade.

Para o PMS na aleta, observou-se aumento significativo, possivelmente porque nas
aberturas inferiores (0, 3,5 e/ou 4,5) ndo foi verificada a presenga de sementes (integras e
viaveis) (Figura 5B). Porém, o PMS da fragdo pesada (da base) € superior ao PMS na fracao
leve (da aleta) para a mesma abertura e matriz. Esses resultados confirmam que a separagéo
das sementes de erva-mate com soprador estd diretamente relacionada a massa individual
das mesmas.

Apos o beneficiamento de sementes de Tripsacum dactyloides (L.) L. também foi
verificado incremento no peso e na viabilidade das cariopses a medida que aumentou a
abertura do soprador (FINNESETH; GENEVE, 2012). Tal relato confirma que o uso de
soprador aumenta a qualidade do lote de sementes e disponibiliza sementes homogéneas
com alto potencial fisioldgico, garantindo melhor desempenho, por meio do crescimento e
estabelecimento das mudas no campo (FARIA et al., 2019).

Com o beneficiamento de sementes de Eremanthus incanus (Less.) em soprador, foi
verificado incremento no ndmero de sementes de maior tamanho, ja que esta espécie
apresenta baixa qualidade de sementes devido a formacdo de estruturas estéreis, o que
contribuiu para melhorar a qualidade do lote (DAVIDE; TONETTI; SILVA, 2011).

Durante o beneficiamento de sementes, além do objetivo de retirar a maior
porcentagem de impurezas do lote, € importante fazé-lo com o minimo possivel de perdas.
Nenhum procedimento utilizando fluxo de ar é perfeito e absoluto, portanto, mesmo
conseguindo definir um ponto de abertura étimo, algumas sementes viaveis acabam sendo
sopradas junto com as sementes vazias (GARAY; ELIAS; MEYER, 2009). Sendo assim,
para definir o ponto de abertura 6timo é necessario levar em consideracdo qual o percentual

de descarte aceitavel para atingir determinada qualidade do lote de sementes.
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Figura 5 - Peso de mil sementes (PMS) (g) de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.)
retidas na base e na aleta para diferentes aberturas (cm) do soprador e plantas matrizes, Rio

Grande do Sul, Brasil.

L Wsl N N

PMS Base (g)

A

MA13
MA 14
MAI1S
MA16
MA20
MA21
MA22

PMS Aleta (g)

¢O0mP>A400

2 4 6 8
Abertura (cm)

MA 13 y=5,2741+0,4286exp(-, 5((x-6.3335)/0,8351)") p<0,0001 R*=0,99
—_———— MA 14 y=7,9086+0,864 1/(1+exp(-(x-5,5309)/0,2391)) p<0,0001 R*=0,99

———————— MA 15 y=6,9678+0,441 9exp(-, 5((x-5,6360)/1,3369)%) p<0,0001 R*=0,91

MA 16 y=6,0787+0,5686/(1+exp(-(x-5,4695)/0,2391)) p<0,0001 R’=0,99
---------- MA 20 y=8,6499+0,033 5%exp(0,4634x) p<0,0001 R’*=0,96

-_—_ = MAZ21 y=7,0355+1,1684/(1+exp(-(x-5,2140)/0,1044)) p<0.0001R2=0.98

—_—— MA 22 y=7,4453+1,4425/(1+exp(-(x-4,2421)/0,2454)) p<0,0001 R*=0,97

MA13
MA14
MA15
MALl6
MA20
MA21
MA22

Abertura (cm)

MA 13 y=0,2194*exp(0,4345) p<0,0001 R*=0,87
——————— MA 14 y=0,0421*exp(0,6982) p<0,0001 R*=0,88
————————————— MA 15 y=1,0307*exp(0,2721) p<0,0001 R’=0,84
..................................... MA16 :.,13072658&exp(054264] ]J<0,0001 RJZU',SG
———— NP — MA 20 y=0,2794*exp(0,4652) p<0,0001 R*=0,89
—_——— MA21 y=0,3079*exp(0,4309) p<0,0001 R’=0,86
————————— MA22 y=0,.2534*exp(0.4765) p<0,0001 R*=0,90




54

Para gramineas forrageiras, o ponto 6timo de abertura € identificado no ponto de
intersecgédo entre a porcentagem de sementes puras e impurezas. As cariopses vazias sao
facilmente eliminadas por esta técnica e incrementam a pureza do lote. Contudo, nem sempre
é possivel identificar o ponto exato de intersec¢do, como foi verificado para trés diferentes
lotes de sementes de Festuca arundinaceae, sendo que para dois lotes se encontrou o ponto
de interseccdo e no terceiro se determinou uma faixa adequada para a obtencdo de um valor
maximo de germinacdo (GARAY; ELIAS; MEYER, 2009).

Os lotes de sementes podem apresentar pesos especificos variaveis dependendo do
ano de colheita, como consequéncia de fatores internos e externos que influenciam a
formacéo das sementes. I1sso faz com que a abertura do soprador seja ajustada de acordo com
as caracteristicas do lote para que se obtenha os melhores resultados na limpeza, ou que
sejam adotadas faixas de abertura ideais que atendam a variabilidade de determinada espécie
entre diferentes lotes e anos de colheita (GRZYBOWSKI et al., 2019).

O uso do soprador no beneficiamento de sementes € um processo simples, pratico e
rapido, uma vez que a faixa de abertura ideal foi definida (GARAY; ELIAS; MEYER, 2009),
sendo possivel aumentar a viabilidade de um lote, com o incremento de sementes vidveis na
fracdo pesada. Assim, do ponto de vista técnico, a velocidade média de 100 km h, que neste
trabalho corresponde as aberturas de 5,5 e 6,5 cm, as quais podem ser utilizadas no
beneficiamento de sementes de erva-mate, aumentando a porcentagem de sementes viaveis
na fracdo pesada, sem que ocorra um descarte em excesso na fracao leve. Essa velocidade
também promove a remocdo de impurezas, 0 que diminui a quantidade de material que é
colocado para estratificar e reduz a fonte de possiveis contaminacgdes que contribuem para a
degradacédo das sementes durante esse processo.

E provavel que essa variabilidade seja consequéncia de as matrizes serem oriundas

de diferentes ecdtipos nativos. Nao foram encontradas informacdes na literatura referentes
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ao limite de perdas méaximas na fracao leve de sementes vidveis para a cultura da erva-mate.
Na abertura 5,5 foi verificada uma perda média de 9,6% do total de sementes viaveis e na
abertura 6,5 perdas de 17,9% do total de viaveis. Admite-se que perdas inferirores a 20%
sejam aceitaveis, quando se considera o incremento da porcentagem de sementes viaveis na
fracdo resultante do beneficiamento pelo aparelho. Porém, esta decisdo depende do
demandante, conforme disponibilidade de sementes. Atualmente, 0s pequenos viveiristas
processam as sementes de forma artesanal, estando, por esta razéo, sujeitos a variagdes na
disponibilidade, uma vez que dispdem de um numero reduzido de matrizes e dependem da
produtividade destas em cada ano. No entanto, considerando a possibilidade de
comercializagdo de sementes de erva-mate, oriundas de povoamentos de matrizes
conduzidos para a producdo de sementes, por exemplo, em que os lotes devem ter pureza e
viabilidade padronizadas, considera-se que o0 método aqui testado pode auxiliar nesse
processo.

O beneficiamento de sementes de erva-mate com soprador contribui para a reducao
de custos com manuseio de sementes na estratificacdo, semeadura e repicagem, além de
otimizar recursos no viveiro com adubacdo e irrigacdo. Se levarmos em consideracdo o
processo de producdo de mudas de erva-mate, a obtencédo de lotes de sementes com maior
qualidade fisica e fisioldgica pode contribuir para viabilizar a semeadura mecanizada.

CONCLUSOES

O uso do soprador aumenta a qualidade fisica e fisiolégica das sementes de erva-
mate ao promover a remog¢édo de sementes ndo integras (vazias + degradadas). As aberturas
de 5,5 e 6,5 cm, com velocidade terminal média de 100 km h™ sdo indicadas para o
beneficiamento de sementes de erva-mate, considerando a viabilidade e 0 PMS obtidos neste
trabalho.
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Anexo | - Velocidade (km h1), porcentagem de sementes e impurezas retidas na base e aleta
para as diferentes aberturas e matrizes de erva-mate (llex paraguariensis A.St-Hil),.
Abertura Velocidade Sementes Impurezas Sementes Impurezas
Matriz (cm) (km/h)  Base (%) Base (%) Aleta (%) Aleta (%)

MA13 0 0 90,9 91 0 0

MA13 3,5 86,9 90,9 4,2 0,0 4,9
MA13 4,5 95,8 85,4 2,2 5,5 6,9
MA13 5,5 96,6 72,4 0,0 18,5 9,1
MA13 6,5 103,0 44,8 0,0 46,1 9,1
MA13 7,5 68,7 60,3 0,0 30,6 9,1
MA14 0 0 86 14 0 0

MA14 3,5 85,3 86,0 1,5 0,0 12,5
MA14 4,5 97,8 86,0 1,4 0,0 12,6
MA14 5,5 101,5 83,2 0,0 2,8 14,0
MA14 6,5 104,9 63,4 0,0 22,6 14,0
MA14 7,5 101,7 43,1 0,0 42,9 14,0
MA15 0 0 85,8 14,2 0 0

MA15 3,5 82,7 85,8 1,5 0,0 12,7
MA15 4,5 99,3 73,5 0,2 12,3 14,0
MA15 5,5 102,8 65,1 0,2 20,7 14,0
MA15 6,5 80,5 63,7 0,0 22,1 14,2
MA15 7,5 71,3 50,1 0,0 35,7 14,2
MAL16 0 0 85,1 14,9 0 0

MAL16 3,5 91,7 85,1 4,5 0,0 10,4
MAL16 4,5 90,9 85,1 4,3 0,0 10,6
MAL16 5,5 98,7 74,6 0,0 10,5 14,9
MAL16 6,5 102,2 52,2 0,0 32,9 14,9
MAL16 7,5 86,7 36,7 0,0 48,4 14,9
MA20 0 0 84,1 15,9 0 0

MA20 3,5 90,4 84,1 15 0,0 14,4
MAZ20 4,5 98,2 84,1 0,9 0,0 15,0
MAZ20 55 102,2 69,9 0,0 14,2 15,9
MA20 6,5 99,0 50,7 0,0 33,4 15,9
MAZ20 7,5 103,0 36,5 0,0 47,6 15,9
MAZ21 0 0 86 14 0 0

MAZ21 3,5 90,0 86,0 04 0,0 13,6
MAZ21 4,5 100,6 86,0 0,7 0,0 13,3
MAZ21 55 102,5 73,1 0,0 12,9 14,0
MAZ21 6,5 106,5 72,1 0,0 13,9 14,0
MAZ21 7,5 105,9 47,3 0,0 38,7 14,0
MA22 0 0 86,3 13,7 0 0

MA22 3,5 91,7 86,3 3,5 0,0 10,2
MA22 4,5 99,1 76,3 3,1 10,0 10,6
MA22 55 99,5 74,5 0,0 11,8 13,7
MA22 6,5 109,4 47,8 0,0 38,5 13,7

MA22 7,5 104,6 24,5 0,0 61,8 13,7




4 CAPITULO?2

Qualidade fisica e fisiologica de sementes de erva-mate*

*Artigo formatado conforme as normas da Revista Iheringia, Série Boténica.
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RESUMO - O objetivo do estudo foi investigar a qualidade fisica e fisioldgica das sementes
de erva-mate de quatro matrizes e relacionar variaveis morfofisiologicas com a posicéo da
copa em que os frutos foram coletados de uma planta-mée. Foram avaliados: teor de agua;
peso de mil sementes; biometria (comprimento e espessura); avaliagdo da porcentagem de
sementes vazias, predadas, deterioradas, com e sem embrido visivel; e viabilidade por meio
do teste de tetrazdlio. Para as condigdes deste estudo, sementes coletadas de diferentes
plantas matrizes apresentaram diferencas no teor de agua, peso de mil sementes e na
biometria. Possuem alta porcentagem de sementes danificadas, sendo a maioria deteriorada,
com menor grau de vazias e predadas. Sementes coletadas em diferentes quadrantes ndo
apresentam diferencas para o teor de agua, peso de mil sementes, porcentagem de sementes
vazias e embrido visivel. No quadrante noroeste as sementes tiveram o0 menor comprimento
e no quadrante nordeste maior espessura, menor porcentagem de deterioradas e maior
presenca de sementes sem embrido visivel. No quadrante voltado para o sudeste

apresentaram maior média de viabilidade.

Palavras-chave: Aquifoliaceae, llex paraguariensis A.St.-Hil., peso de mil sementes, teste

de tetrazolio, viabilidade.

ABSTRACT - Physical and physiological quality of yerba mate seeds. The study aimed
to investigate the quality of yerba mate seeds from four mother plants and to relate
morphophysiological variables with the position of the treetop in which the fruits were
collected in a mother plant. The following were evaluated: water content; a thousand-seed
weight; biometrics (length and thickness); evaluation of the percentage of empty, predated,
deteriorated seeds, with and without visible embryo; and viability through the tetrazolium
test. For the conditions of this study, seeds collected from different mother plants show
differences in water content, a thousand-seed weight and in biometrics. They have a high
percentage of not full seeds, most of which are deteriorated, and, to a lesser extent, empty
and predated. Seeds collected in different quadrants do not show differences for water
content, a thousand-seed weight, percentage of empty and visible embryo. In the northwest
quadrant the seeds had the shortest length and in the northeast quadrant the greatest
thickness, the lowest percentage of deteriorated seeds and the highest presence of seeds
without visible embryo. In the quadrant facing southeast, they presented the highest mean of

viability.
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Key-words: Aquifoliaceae, llex paraguariensis A.St.-Hil.,, a thousand-seed weight,

tetrazolium test, viability.

INTRODUCAO

llex paraguariensis A.St.-Hil. (Aquifoliaceae) € uma espécie arbdrea, conhecida
popularmente como erva-mate. No Brasil, sua ocorréncia é registrada nos estados da Bahia
ao Rio Grande do Sul, naregido nordeste da Argentina e em grande parte do Paraguai (Sobral
et al. 2013). Sua cultura abrange varios setores da industria e tem grande importancia
econdmica, social, ambiental e cultural (Wendling & Santin 2015). Além disso, é um dos
principais produtos florestais ndo madeireiros cultivados por agricultores familiares nos
estados do sul do Brasil (Chechi & Schultz 2016).

As folhas de erva-mate séo consumidas na forma tradicional de chimarréo, tereré e
chas (Coelho et al. 2002), porém, diversos estudos buscam investigar outros potenciais para
utilizacdo da matéria-prima, como o desenvolvimento de cervejas, refrigerantes e
energéticos. Além disso, a espécie apresenta propriedades farmacoldgicas, possibilitando a
fabricacdo de medicamentos e cosméticos (Croge et al. 2021). Também possui propriedades
alimenticias, podendo ser utilizada para alimentacdo humana, associada a farinhas, alem de
racdo animal. Estudos também indicam potencial para utilizacdo como pesticida no controle
de pragas (caramujo-maca - Pomaceae caniculata Lamarck, 1822) da cultura do arroz
irrigado (Brito et al. 2018) e na reducdo da incidéncia da podriddo parda (Monilinia
fructicola (Winter) Honey) na conservacdo pos-colheita de péssegos (cv. Della Nona)
(Sapelli et al. 2020).

|. paraguariensis é uma espécie dioica (Ferreira et al. 1983) e apresenta elevada
heterogeneidade na floracdo e frutificacdo, podendo ser observados varios estagios
fenoldgicos no mesmo periodo (Zanon 1988, Pires et al. 2014). Essa variabilidade também
é vista em diferentes pontos da copa das arvores, inclusive no mesmo ramo. Dependendo da
posicdo do ramo, podem ocorrer diferentes respostas relacionadas ao seu desenvolvimento,
pois os indices de radiacdo e luminosidade diferem na copa da arvore. Essa situacéo reflete
no comportamento diferenciado das fases fenoldgicas de uma planta (Rocha et al. 1990) e
pode afetar atributos fisicos e fisioldgicos das sementes produzidas.

A baixa qualidade fisioldgica e genética das plantas-mde podem comprometer a
producdo de sementes com caracteristicas desejaveis (Fowler et al. 2007). A falta de
parametros ou critérios subjetivos para a selecdo das plantas matrizes afeta negativamente

as caracteristicas da erva-mate comercial delas obtida (Wendling 2004). Assim, a escolha
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de matrizes com maior potencial para producdo de biomassa como atributo desejavel deve
considerar a qualidade das sementes. Para muitas espécies cultivadas € possivel relacionar
caracteristicas morfologicas e fisiologicas dos didsporos com a viabilidade, vigor e a
conservacgao. Esses atributos refletem no desempenho das mudas no viveiro e nas plantas a
campo e, consequentemente no produto final.

A unidade de dispersdo da espécie é um pirénio, que ¢ formado por endocarpo
lenhoso e semente, esta Gltima constituida por tegumento, endosperma e embrido (Heuser et
al. 1993). Os pirénios tém dorméncia morfofisioldgica (Cuquel et al. 1994, Medeiros 1998,
Wendling 2004, Dolce et al. 2010, Galindez et al. 2018), sendo esta considerada a principal
causa da baixa porcentagem de germinacdo da espécie. Contudo, estudos indicam que
diferentes lotes de sementes de erva-mate apresentam alta porcentagem de sementes vazias
e deterioradas, o0 que implica em baixa viabilidade inicial do lote de sementes de erva-mate
(Duboc & Franga 2016, Souza et al. 2020).

A avaliagdo das sementes considerando atributos fisicos e fisiologicos como: pureza
fisica, umidade, danos mecanicos, peso, tamanho, germinacédo e vigor (Barbedo & Santos
Junior 2018) é de extrema importancia, pois tem relacdo direta com as taxas de germinacao.
E para espécies com dorméncia, germinacao lenta e desuniforme (Brasil 2009), como a erva-
mate (Cuquel et al. 1994) as Regras para Anélises de Sementes (RAS) indicam a utiliza¢éo
de testes rapidos, como o teste de tetrazdlio. Através deste teste € possivel determinar
rapidamente a viabilidade de um lote de sementes (Brasil 2009).

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo investigar a qualidade fisica e
fisiologica das sementes de erva-mate de quatro matrizes; relacionar variaveis
morfofisioldgicas com a posi¢do da copa em que os frutos foram coletados de uma planta-

mae.

MATERIAL E METODOS

Localizacéo das plantas matrizes

Foram utilizadas sementes (termo adotado ao longo do presente trabalho em
substituicdo a unidade de dispersdo da espécie que é o pirénio, constituido por endocarpo e
semente) de erva-mate provenientes de dois municipios no Rio Grande do Sul, Brasil:
Arvorezinha (28° 50' 56" S 52° 14' 14" W) — com temperatura média de 16,9 °C e
pluviosidade anual média de 1704 mm, e ll6polis (28° 53' 25" S 52° 08" 46" W) - com

temperatura média de 17,1 °C, e pluviosidade anual média de 1689 mm. Ambos municipios
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apresentam clima Cfb (clima temperado Umido com verdo temperado), segundo a

classificacdo de Koppen e Geiger (Climate 2020).

Coleta dos frutos e limpeza das sementes
a) Frutos oriundos de quatro plantas matrizes

Em fevereiro de 2019, frutos maduros dispersos naturalmente (abscisados) foram
coletados sobre lonas plasticas posicionadas sob a projecdo da copa das plantas matrizes
antes de iniciar a maturacédo dos frutos. As plantas matrizes foram identificadas como matriz

A, B e D, coletadas em ll6polis e matriz C, em Arvorezinha.

b) Frutos obtidos de diferentes quadrantes de uma planta matriz

Em uma planta matriz localizada na Estacdo Florestal Experimental do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Renovaveis (Parque do Ibama), l16polis — RS (28°
55' 57.688" S 52° 7' 54.026" W), foi demarcada a por¢do da copa posicionada a cada
quadrante geografico: nordeste (NE), noroeste (NO), sudoeste (SO) e sudeste (SE), de
acordo com a identificacdo dos quatro pontos cardeais com auxilio de uma bussola digital.

Em cada porc¢éo da copa, correspondente a cada quadrante (NE, NO, SO, SE), foram
selecionados cinco ramos apicais ao acaso, localizados na parte superior, mediana e inferior
da copa da planta. Estes ramos, medindo aproximadamente 30 cm de comprimento, foram
envoltos com tecido voal quando os frutos ainda apresentavam coloracao verde (inicio de
fevereiro de 2019), em torno de 30 dias ap6s a antese. O quadrante 1 (NE) teve a demarcacédo
e protecé@o dos ramos 1 a 5, no quadrante 2 (NO) foram ensacados e identificados os ramos
6 a 10, no quadrante 3 (SO) foram os ramos 11 a 15, e no quadrante 4 (SE), os ramos 16 a
20.

Os frutos foram coletados em abril de 2019, quando apresentavam coloracao violeta
a roxo-escuro, sendo considerados maduros. Os frutos de cada ramo foram coletados

separadamente e mantidos em embalagem devidamente identificada.

Limpeza e secagem das sementes

Para os dois experimentos, os frutos foram levados ao laboratério, macerados e
lavados com auxilio de peneira sob &gua corrente. Posteriormente, as sementes
permaneceram secando sobre papel toalha em bancada durante trés dias, quando foram
acondicionadas em vidros tipo snap cap com tampa plastica, com capacidade de 100 mL,
devidamente identificados e armazenados em camara fria sob temperatura constante de 5 +

2 °C durante dois meses até o inicio das analises.
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Caracterizacdo das sementes

- Teor de agua (TA): foi determinado pelo método da diferenga percentual de massa apés
secagem em estufa a 105 + 5 °C por 24 horas (Brasil 2009). Para cada planta matriz e
quadrante foram utilizadas trés amostras de aproximadamente 0,5 g, retiradas ao acaso.

- Peso de mil sementes (PMS): conforme metodologia descrita nas Regras de Analises de
Sementes (RAS) (Brasil 2009), trés repeticdes de oito amostras de 100 sementes para cada
matriz e quadrante, retiradas ao acaso foram pesadas em balanga analitica (0,0001 g). A
sequir foi aplicada a equacéo:

eso da amostra 100
Peso de mil sementes (PMS)(g) = P (2) x

n° total de sementes
Para todos os estudos realizados, o valor final do PMS (g) foi corrigido considerando

o0 teor medio de umidade das sementes para todas as amostras.

- Caracterizacdo biométrica: com auxilio de paquimetro digital (0,01 mm) foram medidos o
comprimento (C) e a espessura (E) (mm) das sementes. Para cada planta matriz e quadrante
foram utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes, retiradas ao acaso.

- Avaliacdo da integridade das sementes de erva-mate: foram retiradas ao acaso quatro
repeticbes de 50 sementes para cada matriz e quadrante. Inicialmente as sementes foram
imersas em agua ultrapurificada a 30 °C por 24 horas para facilitar o corte (Catapan 1998).
Em seguida foi realizado o corte longitudinal com auxilio de pinca e bisturi. As sementes
foram analisadas visualmente com auxilio de microscépio estereoscépico Leica EZ4 HD,
com aumento de 20 a 30 vezes. Nessa avaliacdo, as sementes foram classificadas em nédo
integras, composta por: sementes vazias, caracterizadas pela auséncia de embrido e de
endosperma ou por conter menos de 50% dos tecidos (Barbedo & Santos Junior 2018);
predadas, com presenca do inseto ou sinais de predacédo; e deterioradas, caracterizadas pela
presenca de endosperma e embrido necrosados ou com tecido gelatinoso (Souza 2018); e
integras quando verificada a presenca de endosperma integro, com ou sem embrido visivel.
Os valores foram tabelados e transformados em porcentagem.

- Determinacdo de viabilidade pela analise com sal de tetrazdlio: as sementes classificadas
como integras na avaliacdo anterior foram submetidas a solucdo de 0,1% de tetrazdlio por
24 horas a 35 °C (Catapan 1998). Em seguida, foi realizada triplice lavagem com agua
ultrapurificada, e, posteriormente, sucedeu-se a avaliacdo visual das sementes para
determinar a viabilidade. As sementes foram avaliadas quanto a reacdo a solugdo, sendo

consideradas viaveis as que apresentaram endosperma firme e colorido, com embrido visivel,
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sem danos e com consisténcia firme. Todas as sementes que ndo apresentaram estas

caracteristicas foram classificadas como nao viaveis (Brasil 2009).

Analise estatistica

Em todas as anélises, o delineamento foi inteiramente casualizado. Os dados de teor
de 4gua, PMS, biometria (C e E), porcentagem de sementes vazias, predadas, deterioradas,
sementes com embriéo visivel, sem embrido visivel e sementes viaveis foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), apds as médias foram comparadas pelo teste de LSD-Fisher
a 5% de probabilidade de erro, pelo programa estatistico Costat. Na caracterizacdo de
sementes de erva-mate de uma planta matriz, de acordo com a distribuicdo pelos quadrantes,
os dados de biometria (C e E) e porcentagem de predadas ndo apresentaram normalidade
mesmo apos as transformacdes e foram analisados pela ANOVA nédo paramétrica, utilizando

o teste Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

a) Caracteristicas das sementes oriundas de quatro plantas matrizes

Na Tabela 1 pode-se observar que existe diferenca estatistica entre as
variaveis analisadas. Com relacdo ao teor de agua, as matrizes apresentaram média geral de
8%, a matriz B apresentou o menor valor (7,4%) diferindo estatisticamente das demais. Para
0 PMS, a matriz D apresentou o maior valor (8,05 g), j& a matriz B teve o menor valor (5,03
g) e as matrizes A e C ndo diferiram entre si e apresentaram valores intermediarios (5,80 g

e 6,07 g, respectivamente).

Tabela 1. Teor de agua (TA) (%), peso de mil sementes (PMS) (g), comprimento (C) (mm)
e espessura (E) (mm) de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.), oriundas
de diferentes plantas matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.

Matriz Municipio TA (%) PMS (g) C (mm) E (mm)
Matriz A I16polis 8,2a 580b 3,65a 1,84 b
Matriz B l16polis 74D 5,03c 331c 1,78 b
Matriz C Arvorezinha 8,2a 6,07 b 3,52b 1,78 b
Matriz D l16polis 8,3a 8,05a 3,70 a 201la
Média 8,0 6,2 35 19

CV (%) 14 2,8 1,6 2,6

p-valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5%
de probabilidade de erro; CV = coeficiente de variacéo.
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Quanto a biometria das sementes, as matrizes A e D ndo diferiram entre si e
apresentaram o maior valor para comprimento e a matriz B teve o menor valor (3,31 mm).
A matriz D teve a maior espessura (2,01 mm), e as demais néo diferiram entre si (Tab. 1).

Na Tabela 2 aparecem os dados da avaliacdo da integridade das sementes, onde é
possivel verificar que ndo houve diferenca estatistica para as varidveis porcentagem de
sementes vazias e porcentagem de sementes com embrido nao visivel, com média de 14,3%
e 12,3%, respectivamente. A menor porcentagem de sementes predadas (1,5%) foi verificada
na matriz C e as demais ndo diferiram entre si. Quanto a presenca de embrido visivel, as
matrizes C e D apresentaram os maiores valores (33% e 27%, respectivamente) e as matrizes
A e B os menores valores (11% e 15,5%, respectivamente).

Para a viabilidade pelo teste de tetrazélio (Tab. 2), as matrizes C e D apresentaram a
maior porcentagem de sementes viaveis (54,5% e 59,3% respectivamente) e as matrizes A e

B a menor taxa de viabilidade (36,5% e 39,8% respectivamente).

Tabela 2. Avaliacdo da integridade de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-
Hil.) por meio do teste de tetrazolio oriundas de diferentes plantas matrizes. N&o integras —
vazias (%), predadas (%) e deterioradas (%); e integras — com embrido visivel (%) e sem
embrido visivel (%); e viabilidade (%), Rio Grande do Sul, Brasil.

. T r Teste
Né&o Integras Integras Tetrazélio
Matriz % % % % E_mbriéo %NEmpr,iéo % _
Vazias Predadas Deterioradas  Visivel Nao Visivel Viaveis
MatrizA 15™ 10a 53,5a 11b 10,5 ™ 36,5b
Matriz B 14 9a 49 a 155b 12,5 39,80
MatrizC 16,5 15b 345hb 33a 14,5 54,5a
MatrizD 11,5 10 a 40b 27 a 11,5 59,3 a
Média 14,3 7,6 44,3 21,6 12,3 47,5
CV (%) 20,9 33,6 11,7 22,9 32,3 15,2
p-valor 2,1678 <0,001 <0,001 <0,001 0,5459 0,0017

Meédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5%
de probabilidade de erro; CV = coeficiente de variagdo; ns = nao significativo.

b) Caracterizacao de sementes de erva-mate obtidas de diferentes quadrantes de uma
planta matriz

O teor de agua (TA) e o PMS apresentaram valores medios de 9,9% e 5,8 g,
respectivamente e ndo diferiram entre os diferentes quadrantes. O quadrante dois (NO)
apresentou sementes com o menor comprimento (C) (3,29 mm) e os demais ndo diferiram

entre si. Para a espessura (E) o quadrante quatro (SE) teve o menor valor (1,88 mm) e o
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quadrante um (NE) o maior valor (2,22 mm). Os quadrantes dois (NO) e trés (SO) nao

diferiram entre si e apresentaram valores intermediarios (Tab. 3).

Tabela 3. Teor de agua (TA) (%), peso de mil sementes (PMS) (g), comprimento (C) (mm)
e espessura (E) (mm) de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) oriundas de
ramos localizados em diferentes quadrantes da planta matriz, 1l6polis, Rio Grande do Sul,
Brasil.

Quadrante TA (%) PMS (9) C (mm) E (mm)
Quadrante 1 — nordeste (NE) 98™ 5,97 3,38a 2,22 a
Quadrante 2 — noroeste (NO) 9,9 5,78 3,29b 2,00 b
Quadrante 3 — sudoeste (SO) 9,9 5,63 3,34a 1,99 b
Quadrante 4 — sudeste (SE) 10,1 5,83 3,34a 1,88 ¢
Média 9,9 58 34 2,1
CV (%) 2,1 2,1 * *

p valor 0,4139 0,513 0,012 0,0001

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de LSD-Fisher a
5% de probabilidade de erro; *Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade de erro; CV =
coeficiente de variagdo; ns = ndo significativo.

Tabela 4. Porcentagem de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) oriundas
de ramos localizados em diferentes quadrantes de planta matriz, l16polis, Rio Grande do Sul,
Brasil, classificadas como: ndo integras (vazias, predadas, deterioradas) e integras (com
embrido visivel e sem embrido visivel); e vidveis pelo teste de tetrazdlio.

% Nao integras % Integras Ef:zzélio
% % % % Embrido % Embrido %

Vazias Predadas Deterioradas visivel nao visivel  Viaveis
Quadrante 1 — ns ns
nordeste (NE) 9,6 1,1 bc 234b 49,6 16,3 a 51,2 ¢
Quadrante 2 —
noroeste (NO) 8,9 0,3a 414 a 41,2 8,2b 57,1ab
Quadrante 3 —
sudoeste (SO) 8,8 0,4 ab 359a 45,5 94b 52,6 bc
Quadrante 4 —
sudeste (SE) 9,9 1,2c 38,3a 41,9 8,7b 61,5a
Média Geral 9,3 0,8 34,6 44.6 10,7 55,6
CV (%) 37,7 * 30,1 22,3 43,7 13,7
p-valor 0,59 0,0054 <0,001 0,13 <0,001 <0,001

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5%
de probabilidade de erro; *Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade de erro; CV = coeficiente
de variacdo; ns = ndo significativo.

A porcentagem média de sementes vazias foi 9,3% e de embrido visivel foi 44,6%,
sem diferenca estatistica entre os quadrantes. O quadrante um (NE) apresentou a menor

porcentagem de sementes deterioradas (23,4%) e a maior quantidade de sementes sem
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embrido visivel (16,3%), para esta duas variaveis 0s demais quadrantes nao diferiram entre
si. O quadrante quatro (SE) teve a maior porcentagem de sementes predadas (1,2%), porém
sem diferenca com o quadrante um (NE) (1,1%). O quadrante dois (NO) teve a menor
porcentagem de sementes predadas (0,3%), mas ndo diferiu do quadrante trés (SO) (0,4%).
Com relacdo a viabilidade, o quadrante um (NE) apresentou a menor porcentagem de
sementes viaveis (51,2%), mas ndo diferiu do quadrante trés (SO) (52,6%), ja no quadrante
quatro (SE) se observou maior viabilidade (61,5%), o qual ndo diferiu do quadrante dois

(NO) (57,1%) e este ndo teve diferenca com o quadrante trés (Tab. 4).

DISCUSSAO

O teor de agua expressa a quantidade de agua livre presente nas sementes. Esta
variavel define o ponto de colheita da maioria das espécies e esta intimamente relacionada
com a atividade metabdlica da semente, influenciando os processos de deterioracdo e
germinacdo (Barbedo & Santos Junior 2018). Souza (2018) verificou variagdo de 6,9 a
12,2% no teor de agua de lotes de sementes de erva-mate coletadas em quatro municipios de
Santa Catarina € um no Rio Grande do Sul. Duboc & Franca (2016), avaliando sete lotes
oriundos de trés municipios de Mato Grosso do Sul, observaram variabilidade entre 9,96 e
11,48% para esta varidvel. Estes resultados corroboram com os do presente estudo, que
apresentou valores similares (Tab. 1), confirmando que esta é uma caracteristica que varia
muito, provavelmente em razdo das diferentes condicbes ambientais em que as plantas
matrizes ocorrem.

O peso de mil sementes é utilizado para calcular a quantidade de sementes de um
lote. As sementes vazias e malformadas apresentam um peso inferior quando comparadas
com um lote que apresenta sementes bem formadas (Marcos-Filho 2015). Para diasporos
com formato irregular, como séo os da erva-mate, o peso de mil sementes esta relacionado
como tamanho das sementes e pode ser usado para comparar diferentes lotes (Barbedo &
Santos Junior 2018). Poucos trabalhos analisaram o PMS de sementes de erva-mate, mas
Duboc & Franca (2016) verificaram que esta variavel variou entre 2,78 e 6,49 g para
diferentes lotes oriundos de Mato Grosso do Sul. Ja no presente estudo, a variacéo foi menor
(5,03 a 8,05 g), com média de 6,2 g préximo da média observada por Menegueti et al. (2004)
que foi de 6,69 g para sementes coletadas em Grarapuava, PR. Fatores bioticos e abidticos
ocorridos antes e durante a maturidade fisioldgica das sementes podem reduzir a massa seca
e, consequentemente, o peso de mil sementes, além de afetar a viabilidade e a qualidade

visual.
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A biometria estd relacionada ao tamanho das sementes e é uma caracteristica
complementar na analise dos diferentes caracteres utilizados para a identificacdo de plantas
(Araujo et al. 2015). O tamanho e o0 peso das sementes sdo testes fisicos usados para a
caracterizacdo destas e podem ser associados com o vigor (Kryzanowski & Franga-Neto
2001). Em algumas espécies, as sementes podem apresentar diferengas relacionadas ao
tamanho, forma e cor, ocasionado por condi¢cdes ambientais em que os didsporos estdo
expostos durante a fase de desenvolvimento. Varios fatores ambientais exercem influéncia
sobre estes caracteres, como temperatura, luz e disponibilidade de nutrientes, principalmente
durante a formacgdo e desenvolvimento dos diasporos (Baskin & Baskin 2014). Estas
condigdes contribuem para a variabilidade no tamanho das sementes entre matrizes e nos
diferentes quadrantes de uma mesma planta, conforme observado neste trabalho. Duboc &
Franca (2016) também observaram diferentes tamanhos de sementes de erva-mate em lotes
distintos.

A presenca de sementes vazias foi verificada em lotes de sementes de |I.
paraguariensis por diversos autores (Niklas 1987, Zanon 1988, Catapan 1998, Duboc &
Franca 2016, Souza et al. 2020). No presente estudo houve variacdo para esta variavel entre
as matrizes (Tab. 2), porém sem diferencas entre os quadrantes de uma mesma planta (Tab.
4). Em |. paraguariensis a polinizacdo € predominantemente entomdfila, sendo que a
abertura floral ocorre de outubro a novembro (Ferreira et al. 1983, Pires et al. 2014), com
maior intensidade no més de novembro. Em dias chuvosos e nublados, as anteras ficam
fechadas e a polinizacdo pelos insetos é interrompida durante as precipitagdes, 0 que pode
ser agravado em locais com temperaturas baixas durante o periodo de polinizagdo, em funcao
da reducdo da atividade dos polinizadores (Pires et al. 2014, Souza et al. 2020). Além disso,
altitudes maiores favorecem o aumento da quantidade de sementes vazias (Souza et al.
2020). Fatores ambientais podem causar danos mais severos em espécies com polinizacao
cruzada do que em autdégamas, pois 0 polen precisa percorrer distancias maiores para
encontrar o estigma viavel (Peske et al. 2019).

Devido a assincronia nos eventos reprodutivos de I. paraguariensis, a polinizacao
controlada aumenta a quantidade de frutos e sementes quando comparada a polinizacéo livre
(Sousa et al. 2015). Esta pode ser uma alternativa para aumentar a quantidade de diasporos
produzidos em matrizes selecionadas que produzem mudas de alta qualidade por ser uma
técnica laboriosa. Sementes predadas foram observadas em espécies do género llex (Takagi
& Togashi 2003) e em |. paraguariensis foi identificado um micro himenoptero da familia
Torymidae (Souza et al. 2020) que pode provocar altos indices de sementes danificadas,
podendo chegar a valores proximos de 50% (Zanon 1988). As larvas desse inseto se
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alimentam do endosperma e do embrido da semente e saem por um orificio facilmente
identificado no endocarpo (Souza et al. 2020).

A quantidade de sementes predadas é variavel entre lotes, podendo alguns nao
apresentar diasporos predados (Souza et al. 2020), variacdo que também foi observada neste
estudo (Tab. 2). Entre os diferentes quadrantes também foi observada variagdo, porém com
menor amplitude nos valores (0,3 a 1,2%) (Tab. 4).

O processo de deterioracdo das sementes € irreversivel, com variagcbes em sementes
de um mesmo lote, ocorrendo de forma gradativa ap6s o ponto de maturidade fisioldgica
(Peske et al. 2019). E causada por alteracdes fisioldgicas e bioquimicas que sdo influenciadas
pelo ambiente em que estdo expostas. Dentre estes fatores, temperatura e umidade relativa
do ar sdo os que exercem maior influéncia (Kryzanowski & Franga-Neto 2001). Quando
ocorrem condi¢bes ambientais adversas, principalmente alteracbes da temperatura e
umidade relativas do ar, ocorre a desnaturacdo proteica que causa a inativacéo e perda da
funcéo bioldgica (Marcos-Filho 2015). Ap6s a maturidade fisioldgica das sementes, fatores
bioticos e abidticos em que as sementes estdo expostas retardam ou aceleram a degradacao
(Peske et al. 2019).

A presenca de sementes deterioradas pode estar relacionada a maturacéo heterogénea
dos frutos (Zanon 1988), j& que os primeiros frutos a completarem o ciclo ficam mais tempo
expostos a situaces de amplitude térmica e de umidade, favorecendo o0 aumento de sementes
deterioradas. Alem disso, sementes com teores de agua maiores podem sofrer maior
deterioracdo, pois a respiracao € mais intensa, implicando na maior degradacao das reservas
(Carvalho & Nakagawa 2012). Assim como estresses bioticos e abidticos que ocorrem ap6s
a maturidade fisioldgica agem sobre a perda de viabilidade (Peske et al. 2019).

Pelo fato de o quadrante sudeste estar voltado para a face sul, acaba recebendo menor
radiacdo. Assim, espécies climax, como é o caso da erva-mate, estdo ambientalmente mais
adaptadas as condicdes de sombreamento, tendo a habilidade de se desenvolver em
condicdes de pouca luz (Poletto et al., 2010). O que pode explicar o fato do quadrante quatro
(SE) apresentar maior porcentagem de sementes vidveis. Contudo, mais estudos como estes
devem ser realizados para tentar entender o comportamento da espécie com relacdo a
qualidade das sementes produzidas.

Para as condigdes deste estudo, sementes coletadas de diferentes plantas matrizes
apresentam diferencas no tamanho, teor de agua e peso de mil sementes. Apresentam alta
porcentagem de sementes nao integras, sendo a maioria deteriorada e, em menor grau, vazias
e predadas. Sementes coletadas em diferentes quadrantes ndo apresentam diferencas para o

teor de agua, peso de mil sementes, porcentagem de sementes vazias e embrido visivel. No
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quadrante noroeste as sementes tiveram 0 menor comprimento e no quadrante nordeste
maior espessura, menor porcentagem de deterioradas e maior presenca de sementes sem
embrido visivel. No quadrante voltado para o sudeste apresentaram maior média de

viabilidade.
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Avaliacéo da qualidade de sementes de erva-mate oriundas de diferentes plantas
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EVALUATION OF THE QUALITY OF SEEDS OF YERBA MATE (llex paraguariensis A.St.-
Hil.) FROM DIFFERENT MOTHER-PLANTS

RESUMO

Mudas de erva-mate com qualidade genética e fisioldgica, altos indices de sobrevivéncia no plantio
e resisténcia a estresses ambientais sdo necessarios para a implantacdo e estabelecimento de ervais
produtivos que irdo fornecer matéria-prima de qualidade. No entanto, a producdo de mudas, na
maioria dos casos, é realizada a partir de sementes, as quais sdo coletadas de plantas matrizes com
poucos critérios de selecdo. Nesse sentido, o trabalho teve como objetivo investigar a qualidade das
sementes de erva-mate ap6s pré-limpeza por flutuacdo de diferentes plantas matrizes, por meio da
obtencdo de informac@es sobre a caracterizacdo biométrica (medida longitudinal e transversal), teor
de agua, peso de mil sementes, avaliacdo da integridade das sementes e viabilidade por meio do teste
de tetrazélio. As sementes foram coletadas de 10 plantas matrizes localizadas em trés municipios da
regido ervateira Alto Vale do Taquari — RS, Brasil. Na avaliagéo da integridade foram contabilizadas
a quantidade de sementes ndo integras (vazias e deterioradas) e integras (com e sem embrido visivel).
No teste de tetrazélio foi avaliada a porcentagem de sementes viéveis e ndo vidveis. As sementes das
diferentes plantas matrizes apresentaram diferengas estatisticas para todas as variaveis analisadas. As
analises mostraram que hé diferengas relacionadas a biometria e teor de agua e, consequentemente,
no peso de mil sementes. A erva-mate apresenta percentual variado de sementes vazias e
deterioradas. A porcentagem de sementes ndo viadveis é alta, o que reduz significativamente a
viabilidade de um lote de sementes.

Palavras-chave: Biometria; Peso de mil sementes; Teste de tetrazélio; Viabilidade de sementes.

ABSTRACT

Yerba mate seedlings with genetic and physiological quality, high rates of sowing survival and
resistance to environmental stresses are necessary for the implantation and establishment of
productive plants that will provide quality raw material. However, the production of seedlings, in
most cases is carried out from seeds, which are collected from mother-plants with few selection
criteria. In this sense, the work aimed to investigate the quality of the seeds of yerba mate after
processing by flotation from different mother-plants, by obtaining information about the biometric
characterization (longitudinal and transversal measure), water content, a thousand-seed weight,
evaluation of the seed integrity and viability through the tetrazolium test. The seeds were collected
from 10 mother-plants located in three cities in the yerba-mate region Alto Vale do Taquari — RS
state, Brazil. In the integrity assessment, the number of not full (empty and deteriorated) and full
(with and without visible embryo) seeds was counted. In the tetrazolium test, the percentage of viable
and non-viable seeds was evaluated. The seeds of the different parent plants showed statistical
differences for all the variables analyzed. The analysis showed that there are differences related to
biometric parameters and water content and, consequently, in the weight of a thousand seeds. Yerba
mate shows a varied percentage of empty and deteriorated seeds. The percentage of non-viable seeds
is high, which significantly reduces the viability of the seed lot.

Keywords: Biometry; Thousand seed weight; Tetrazolium test; Seeds viability.

INTRODUCAO

llex paraguariensis A.St.-Hil. (Aquifoliaceae), conhecida por erva-mate, tem ocorréncia
registrada no Brasil nos estados da Bahia ao Rio Grande do Sul, na regido nordeste da Argentina e
em grande parte do Paraguai (SOBRAL et al., 2013). E uma espécie arborea dioica, apresenta flores
pistiladas e estaminadas em plantas diferentes e polinizacdo realizada predominantemente por insetos
(FERREIRA et al., 1983; PIRES et al., 2014). A floracdo ocorre nos meses de setembro a dezembro
e a maturacdo dos frutos é heterogénea, ocorrendo de dezembro a abril, apresentando, inicialmente,
coloragdo verde, posteriormente vermelha e finalizando com violeta-escuro (ZANON, 1988). Os
frutos geralmente contém quatro pirénios que constituem as unidades de dispersao da espécie e sao
denominados popularmente de sementes. Sdo formados por endocarpo lenhoso e semente, esta Gltima
constituida por tegumento, endosperma e embrido (HEUSER; FERREIRA; MARIATH, 1993).

A principal forma de consumo da erva-mate da-se a partir das folhas desidratadas e trituradas,
utilizadas para o preparo do chimarrdo ou tereré, porém a espécie tem potencial para fornecer
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matéria-prima para a producdo de refrigerantes, doces, cosméticos e medicamentos (OLIVEIRA;
WAQUIL, 2015). Seu cultivo comercial, de importancia econdmica, social, ambiental e cultural
(WENDLING; SANTIN, 2015) é praticado na regido sul do Brasil, por agricultores familiares
(CHECHI; SCHULTZ, 20186).

Para o sucesso dos cultivos, no que se refere a producédo, sdo necessarias mudas de padréo
genético e fisiol6gico com altos indices de sobrevivéncia no plantio, bem como resisténcia a estresses
ambientais. No entanto, a producdo de mudas de erva-mate, em grande parte, ¢ realizada a partir de
sementes (WENDLING; SANTIN, 2015) coletadas em ervais nativos ou implantados, porém com
critérios subjetivos de selecdo, o que implica em altas taxas de mortalidade, desenvolvimento
heterogéneo e baixa qualidade da massa foliar produzida (STURION; RESENDE, 2010).

A falta de critérios para a selecdo das plantas matrizes tem efeitos negativos na qualidade da
erva-mate comercial, implicando na geracdo de um produto industrializado com baixo valor agregado
e de dificil comercializacdo (WENDLING, 2004). Neste sentido, a selecdo de matrizes com maior
potencial para a produgdo de mudas de qualidade passa pela anélise das suas sementes, pois, para
grande parte das espécies cultivadas, ha uma estreita relacdo entre as caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas dos didsporos com a conservacao, a viabilidade e o vigor, repercutindo diretamente no
desempenho das mudas no viveiro e, posteriormente, na constituicdo do erval.

Dessa forma, testes como pureza fisica, umidade, danos mecénicos, peso, tamanho,
germinagdo e vigor sdo utilizados para determinar atributos de qualidade fisica e fisiologica de
sementes (BARBEDO; SANTOS-JUNIOR, 2018). No caso de espécies com germinacdo lenta,
acima de 60 dias (BRASIL, 2009), e ainda desuniforme (de 100 a 360 dias), como é o caso da erva-
mate (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA, 1994), é recomendado o teste de tetraz6lio (BRASIL,
2009), que é um método rapido, utilizado para estimar a viabilidade e o vigor de sementes, e que esta
fundamentado na modificacdo da coloracdo dos tecidos vivos, principalmente a atividade das
enzimas desidrogenases que estdo diretamente relacionadas com a viabilidade das sementes
(MARCOS-FILHO, 2015).

Nesse sentido, Souza et al. (2020a) avaliaram sementes de |. paraguariensis oriundas de
diferentes locais e verificaram gque ha diferengas entre os lotes, notadamente em relacéo a quantidade
de sementes vazias e deterioradas, 0 que afeta diretamente a porcentagem de sementes viaveis. Essas
condicBes interferem na taxa de germinacdo, visto que a maioria dos trabalhos atribui a baixa
porcentagem de germinagdo & dorméncia morfofisiologica (NIKLAS, 1987; CUQUEL;
CARVALHO; CHAMMA, 1994; MEDEIROS, 1998; WENDLING, 2004; GALINDEZ et al.,
2018). De modo geral, os viveiristas realizam uma pré-limpeza nas sementes antes de submeté-las a
estratificacdo. Inicialmente maceram os frutos e a massa obtida é submersa em um recipiente com
agua. Nessa etapa, descartam o sobrenadante (ZANON, 1988; WENDLING; SANTIN, 2015). No
entanto, ainda faltam estudos que investiguem a qualidade das sementes utilizadas pelos viveiristas
apos este beneficiamento.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo investigar a qualidade de sementes de erva-
mate apds pré-limpeza por flutuacéo de diferentes plantas matrizes, por meio da obtencdo de dados
biométricos (medidas longitudinais e transversais); teor de agua; peso de mil sementes; avaliagdo da
integridade das sementes, considerando ndo integras (sementes vazias ou deterioradas) e integras
(com e sem embrido visivel); e viabilidade por meio do teste de tetrazolio.

MATERIAL E METODOS

Embora a unidade de dispersdo da espécie seja um pirénio, o termo semente sera utilizado
ao longo do trabalho, representando a unidade de germinacéo, constituido por endocarpo e semente.
Para a realizacdo do estudo foram utilizadas sementes de erva-mate provenientes de trés municipios
(Tabela 1), localizados no Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, Brasil. As arvores estdo localizadas
a uma distdncia minima de cinco metros e méaxima de trinta quildmetros. Frutos dispersos
naturalmente (abscisados) foram coletados sobre lonas plasticas dispostas no solo (Figura 1A), sob
a copa das plantas matrizes, em toda a sua projecdo, anteriormente ao inicio da maturacéo dos frutos.
As plantas matrizes foram identificadas com o cddigo MA + nimero ordinal, seguindo a ordem da
coleta (Tabela 2).
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Tabela 1: Locais de coleta de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.), em
municipios do Alto Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, Brasil.

Table 1: Yerba mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) seed collection sites, in localities in Alto Vale
do Taquari, Rio Grande do Sul state, Brazil.

N° Altitude Precipitacdo média Temperatura média
matrizes (m) (mm/ano) (°C)
Arvorezinha 3 732 1704 16,9
l16polis 6 695 1689 17,1
Putinga 1 450 1531 18,2

Fonte: Climate-data.org (2020)

Tabela 2: Plantas matrizes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.), com o respectivo
cdédigo, municipio de coleta, ambiente em que a mesma esta inserida, coordenadas e data de
coleta.

Table 2: Yerba mate mother-plants (llex paraguariensis A.St.-Hil.), with the respective code,
localities of collection, environment in which they are inserted, coordinates and date of collection.

Matriz Cadigo Municipio Ambiente Coordenadas Coleta

Matriz 1 MA1l l16polis mata nativa 28053'25"552°08'46"W 24/01/2018
Matriz 2 MA2 l16polis mata nativa 28053'25"S52°08'46"W 24/01/2018
Matriz 3 MA3 l16polis mata nativa 28053'25"S52°08'46"W 25/01/2018
Matriz 4 MA4 l16polis mata nativa 28053'25"S52°08'46"W 25/01/2018
Matriz 5 MA5S l16polis mata nativa 28053'25"S52°08'46"W 25/01/2018
Matriz6  MAG Arvorezinha  lavourasoja  28°50'56"S52°14'14"W  26/01/2018
Matriz7  MA7 Arvorezinha ~ mata nativa 28°50'56"552°14'14"W  25/01/2018
Matriz 8 MAS Arvorezinha lavoura soja 28°50'56"S52°14'14"W 25/01/2018
Matriz 9 MA9 [16polis erval 28°55'04"S52°08'56"W  26/01/2018
Matriz11 MA11 Putinga mata nativa 28°57'10"S52°10'33"W 07/02/2018

Fonte: Os Autores (2021)

Apbs coletados, os frutos foram levados ao laboratério, onde foi realizada a retirada de folhas
e ramos. Posteriormente, foram macerados e lavados em peneira sob &gua corrente. A massa
constituida de sementes e polpa macerada foi submersa em um recipiente com &gua e descartadas as
sementes sobrenadantes (ZANON, 1988; WENDLING; SANTIN, 2015). Nessa etapa, foram
descartadas aproximadamente 10% das sementes. Em seguida, as sementes permaneceram secando
sobre papel toalha em bancada de laboratorio durante trés dias (Figura 1B), depois foram
acondicionadas em vidros do tipo snap cap com tampa plastica, cuja capacidade é de 100 mL,
devidamente identificados (nUmero da planta matriz) e armazenados em camara fria sob temperatura
constante de 5+2 °C até o inicio das analises.
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Fonte: Os Autores (2018)

Figura 1: A) Coleta de frutos maduros sobre lonas; B) pirénios e C) identificacdo da medida
longitudinal (ML) e transversal (MT) na biometria de sementes de erva-mate (llex
paraguariensis A.St.-Hil.).

Figure 1: A) Ripe fruits; B) pyrenes and C) biometric parameters of yerba mate seeds (llex
paraguariensis A.St.-Hil.).

Posteriormente, as sementes de cada matriz foram utilizadas para realizar as seguintes
analises:
- Caracterizacao biométrica: com auxilio de paquimetro digital (0,01 mm), as sementes foram
medidas no sentido longitudinal (ML) e transversal (MT) (mm) (Figura 1C). Para cada planta matriz
foram utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes, retiradas ao acaso de cada vidro.
- Teor de &gua (TA): foi determinado pelo método da diferenca percentual de massa apds secagem
em estufa a 1055 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009). Para cada planta matriz, foram utilizadas trés
amostras de aproximadamente 0,5 g.
- Peso de mil sementes (PMS): foram pesadas, em balanca analitica (0,0001g) conforme a
metodologia descrita nas regras de Analises de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), oito amostras de
100 sementes para cada matriz, e calculado de acordo com a seguinte equago:

_ peso da amostra (g) x 100
Peso de mil sementes (PMS)(g) =

n° total de sementes

O valor final do PMS foi corrigido considerando, para isso, o teor de &gua médio das

sementes (6,9%) para todas as amostras, e o0 resultado foi expresso em gramas. Uma vez que as
sementes das diferentes matrizes apresentam diferentes teores de agua, esse ajuste foi realizado para
que se pudesse saber qual é a diferenca de matéria seca.
- Avaliacéo da integridade das sementes de erva-mate: foram utilizadas quatro repeti¢des de 25
sementes para cada matriz. Inicialmente, as sementes foram imersas em agua ultrapurificada a 30 °C
por 24 horas para facilitar o corte (CATAPAN, 1998). Em seguida, foi realizado o corte longitudinal
com o auxilio de pinca e bisturi. As sementes foram analisadas visualmente com auxilio de
microscopio estereoscdpico Leica EZ4 HD, com aumento de 20 a 30 vezes. Nessa avaliacdo, as
sementes foram classificadas em (a) ndo integras, compostas por sementes vazias, caracterizadas pela
auséncia de embrido e de endosperma (Figura 2A) ou por conter menos de 50% dos tecidos (Figura
2B) (BARBEDO; SANTOS-JUNIOR, 2018); (b) deterioradas, caracterizadas pela presenca de
endosperma e embrido necrosados (Figura 2C) ou com tecido gelatinoso (Figura 2D); e (c) integras
guando apresentaram embrido visivel (Figura 2E) ou ndo (Figura 2F).
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- Determinacéo de viabilidade pela anélise com sal de tetrazdlio: as sementes classificadas como
integras na avaliacéo anterior, que apresentaram endosperma firme e sem nenhum dano ou alteracéo
de cor, com e sem embrido visivel, foram submetidas a solugéo de 0,1% de tetrazdlio por 24 horas a
35 °C (CATAPAN, 1998). Em seguida, foi realizada a triplice lavagem das sementes com agua
ultrapurificada, e, posteriormente, sucedeu-se a avaliacdo visual das sementes para determinar a
viabilidade. As sementes foram avaliadas no que se refere a reacdo a solucao, sendo consideradas
viaveis as que apresentaram endosperma firme e colorido, com embrido visivel, sem danos e com
consisténcia firme (Figura 2G). Todas as sementes que ndo apresentaram essas caracteristicas foram
classificadas como ndo viaveis (BRASIL, 2009).

Fonte: Os Autores (2018)

Figura 2: Sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) classificadas como néo
integras: A) vazia somente com o endocarpo; B) vazia contendo menos de 50% dos tecidos; C)
deteriorada com tecidos necrosados; D) deteriorada com tecido gelatinoso; e integras: E)
endosperma de consisténcia firme com embriao visivel; F) endosperma de consisténcia firme
sem embrido visivel e G) viavel com endosperma firme e colorido, com embrido visivel, sem
danos e com consisténcia firme. Em que: Em = embrido; End = endocarpo; En = endosperma.

Figure 2: Yerba mate seeds (llex paraguariensis A.St.-Hil.) classified as not full: A) empty only with
the endocarp; B) empty containing less than 50% of the tissues; C) deteriorated with necrotic tissues;
D) deteriorated with gelatinous tissue; classified as full: E) endosperm and visible embryo both with
firm consistency; F) endosperm with firm consistency without visible embryo and G) viable with
firm and colored endosperm, with visible embryo, without damage and with firm consistency. In
where: Em = embryo; End = endocarp; En = endosperm.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados de biometria
(medida longitudinal e transversal), teor de dgua, PMS, porcentagem de sementes integras e nao
integras, porcentagem de sementes vidveis e ndo viaveis foram submetidos & anlise de variancia
(ANOVA), apos as médias foram comparadas pelo teste de LSD-Fisher a 5% de probabilidade de
erro, pelos programas estatisticos Costat 6.45 (COHORT SOFTWARE, 2017) e InfoStat 5.13.1 (DI
RIENZO et al., 2008). Os dados de porcentagem de sementes vazias, com embrido visivel e viaveis,

foram transformados para v (x + 10), sendo os resultados apresentados em seus valores originais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise estatistica mostrou que a matriz MA4 apresentou 0 maior valor para a medida
longitudinal (ML), porém sem diferencas com a MA11, que por sua vez ndo diferiu da MA3. Para a
medida transversal (MT), as matrizes MA11 e MAS8 apresentaram 0s maiores valores. A matriz MA1
apresentou 0s menores valores para as duas varidveis. O teor de 4gua médio das sementes foi de
6,9%, e a matriz MAS apresentou 0 maior TA. As matrizes MA6 e MAS8 apresentaram o0 maior peso
de mil sementes (PMS) e a matriz MA4 o menor PMS (Tabela 3).
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Tabela 3: Medida longitudinal (mm), medida transversal (mm), teor de agua (%6) e peso de mil
sementes (g) de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.), oriundas de diferentes plantas
matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.

Table 3: Longitudinal measure (mm), transversal measure (mm), water content (%) and a thousand-
seed weight (g) of yerba mate seeds (llex paraguariensis A.St.-Hil.) from different mother-plants,
Rio Grande do Sul state, Brazil.

Matriz ML (mm) MT (mm) TA (%) PMS (g)
Matriz 1 2,96 h 1,95f 6,3d 5,9470 d
Matriz 2 3,30¢ 2,09¢e 6,3d 6,0090 cd
Matriz 3 3,87hb 2,23 ¢ 70c 6,5156 ¢
Matriz 4 3,99 a 2,16 d 7,8b 5,0415 e
Matriz 5 3,46 e 2,29 b 104 a 4,2805 f
Matriz 6 3,79 ¢ 2,32b 57¢e 8,7051 a
Matriz 7 3,36 fg 2,20 cd 6,1 de 6,2249 cd
Matriz 8 3,65d 2,43 a 57¢e 8,9174 a
Matriz 9 3,43 ef 2,33b 6,8 ¢ 7,3426 b
Matriz 11 3,93 ab 2,40 a 7.2¢ 7,8580 b
Média 3,56 2,24 6,9 6,6842
CV (%) 7,58 9,29 3,94 4,85
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5% de
probabilidade de erro.

Em que: ML = medida longitudinal; MT = medida transversal; TA = teor de dgua; PMS = peso mil
sementes; CV = coeficiente de variacao.

Fonte: Os Autores (2021)

A caracterizacdo biométrica das sementes € realizada por meio da mensuracao do tamanho
das sementes, o qual esté relacionado com a multiplicacdo celular do eixo embrionério e tecido de
reserva, como, por exemplo, cotilédones e endosperma. Geralmente, sementes bem nutridas durante
a formacdo apresentam maior tamanho, o que implica em maior quantidade de reservas e,
consequentemente, em maior vigor (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). J4 0 PMS é utilizado para
calcular o numero de sementes por embalagem e a densidade de semeadura (BRASIL, 2009) e pode
ser utilizado como indicativo de qualidade, ja que sementes vazias e malformadas, quando
comparadas as bem formadas, apresentam menor peso (BARBEDO; SANTOS-JUNIOR, 2018).

Em determinadas espécies, diferentes condicBes ambientais durante o periodo de
desenvolvimento das sementes podem ocasionar variagdes de tamanho, forma e cor. Contudo, o
tamanho das sementes esta relacionado a massa, cujas alteracdes estdo relacionadas com a influéncia
de vérios fatores, principalmente ambientais. Luz, temperatura e disponibilidade de nutrientes sdo
fatores que influenciam a planta mée durante a formacdo e o desenvolvimento das sementes
(BASKIN; BASKIN, 2014). As plantas matrizes, referidas neste estudo, estdo localizadas em
diferentes ambientes e expostas a condi¢6es distintas, o que pode ter contribuido para as diferencas
observadas em relagdo ao tamanho das sementes. Mesmo as arvores localizadas proximas, com
distancia aproximada de cinco metros, como as matrizes MA3, MA4 e MADS, apresentaram
diferencas com relacdo a biometria, TA e PMS, evidenciando a importancia de fatores genéticos que
podem estar contribuindo para a variabilidade observada.

Com relagdo ao teor de &gua (TA), os resultados observados neste estudo (Tabela 3)
coincidem com os valores observados para a espécie. Os valores minimos descritos na literatura séo
de até 5,9% de teor de &gua, por essa razdo, as sementes de erva-mate sdo classificadas como
ortodoxas (MEDEIROS; SILVA, 2001). Souza et al. (2020b), analisando quatro lotes de sementes
de erva-mate, oriundos dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, verificaram teor de dgua
entre 6,9 e 12,5% e Mireski et al. (2019) observaram 10,7% de TA no lote analisado. Ja no estudo
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de seis diferentes espécies de llex, oriundas da regido subtropical da Argentina, foi observada
variacdo entre 7,1 e 14,1% de teor de 4gua. Dentre as seis espécies, |. paraguariensis apresentou teor
de 4gua médio de 10,6+0,7% (GALINDEZ et al., 2018), enquanto no presente trabalho o teor médio
foi de 6,9%, com teores minimos de 5,7% e maximos de 10,4% (Tabela 3), evidenciando que o teor
de 4gua é variavel entre diferentes lotes.

O teor de &gua interfere diretamente no peso das sementes, porém variagdes ocorrem
dependendo das condicGes do local de coleta e do grau de maturacdo das sementes (MARCOS-
FILHO, 2015). O teor de &gua das sementes, juntamente com a temperatura de armazenamento, sdo
os dois fatores mais importantes dentre varios que podem influenciar na longevidade das sementes
durante 0o armazenamento (BEWLEY et al., 2013). Sementes tolerantes a dessecacdo e que
apresentam teor de agua inferior a 10% tendem a aumentar as chances de suportarem o
armazenamento por um longo periodo de tempo, permanecendo viaveis (BARBEDO; SANTOS-
JUNIOR, 2018).

A anélise estatistica para a avaliacdo da integridade das sementes (Tabela 4) apresentou
diferencas significativas para a maioria das varidveis analisadas. Para a porcentagem de sementes
vazias, a matriz MA11 apresentou o maior valor (10%), ja a matriz MA8 néo teve nenhuma semente
vazia (Tabela 4). A presenca de sementes vazias na cultura da erva-mate foi relatada por diversos
autores (NIKLAS, 1987; ZANON, 1988; CATAPAN, 1998; SOUZA et al., 2020a), sendo, também,
observada em outras espécies do género llex. Em I. aquifolium L. foi verificada a presenca de 23,3%
de sementes vazias, as quais foram removidas do lote por flutuacdo (ARRIETA; SUAREZ, 2004).

A técnica da flutuacdo € indicada para a remocdo de impurezas por meio do descarte de
sementes sobrenadantes (WENDLING; SANTIN, 2015), sendo muito difundida entre os viveiristas.
Na avaliacdo de sementes de erva-mate, Niklas (1987) verificou que todas as sementes que flutuavam
estavam vazias. Neste trabalho, durante o processo de limpeza das sementes, aproximadamente 10%
do sobrenadante foi descartado. A andlise das sementes desse descarte confirmou que as mesmas
estavam vazias ou predadas. Como estas sementes apresentam menor peso especifico flutuando em
agua, podem ser facilmente retiradas, auxiliando o beneficiamento. Esta metodologia é sugerida por
diversos autores justamente para reduzir a quantidade de sementes vazias e predadas de um lote
(ZANON, 1988; WENDLING; SANTIN, 2015). Porém, neste trabalho, pode-se verificar que, para
algumas matrizes, mesmo depois do descarte do sobrenadante, ainda permanecem sementes vazias
(Tabela 4). Contudo, para a matriz MA8 néo foi verificada a presenca de nenhuma semente vazia.
Dessa forma, outros métodos de limpeza podem ser explorados para esta espécie a fim de buscar uma
forma de padronizagdo e reducéo, de forma significativa, da quantidade de sementes vazias de um
lote e, consequentemente, aumentar a viabilidade do mesmo.

O percentual médio de sementes deterioradas, considerando todas as matrizes, foi de 36,5%.
Ja para cada matriz individual, MA5 apresentou o maior percentual (62%), seguida pelas matrizes
MAL, MA2 e MA4 com 48%. J& a matriz MA9 apresentou a menor porcentagem (11%) entre as
matrizes. Souza et al. (2020a) também verificaram diferengas na porcentagem de sementes
deterioradas oriundas de diferentes plantas matrizes, com variacdes entre 3,5% e 57,7%, confirmando
que esta variavel depende de fatores ambientais, intrinsecos do local de coleta, e de fatores genéticos,
inerentes da planta matriz. Diversos fatores podem contribuir para a quantidade de sementes
deterioradas num lote, porém é muito dificil identificar o0 momento da morte das sementes, sendo
este um processo complexo (MARCOS-FILHO, 2015). A maioria dos estudos que tentam esclarecer
essa questdo usam espécies anuais, sendo escassas as informacdes sobre sementes florestais nativas.
Mudangas bioguimicas, como, por exemplo, a diminuicdo da sintese de DNA, modificacdes na
atividade respiratdria e reducdo ou perda de permeabilidade seletiva das membranas celulares séo
algumas das causas de deterioracdo de sementes (MARCOS-FILHO, 2015).
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Tabela 4: Avaliacdo da integridade de sementes de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.):
nao integras — vazias (%) e deterioradas (%) e integras - com embrido visivel (%) e sem
embrido visivel (%); e viabilidade pelo teste de tetrazdlio - viaveis (%) e ndo viaveis (%)
oriundas de diferentes plantas matrizes, Rio Grande do Sul, Brasil.

Table 4: Evaluation of the integrity of yerba mate seeds (llex paraguariensis A.St.-Hil.): not full -
empty (%) and deteriorated (%) and full - with visible embryo (%) and without visible embryo (%);
and viability by the tetrazolium test — viable (%) and non-viable of yerba mate seeds (llex
paraguariensis A.St.-Hil.) from different mother-plants, Rio Grande do Sul state, Brazil.

N&o integras integras Viabilidade
Matriz % % % E_njbriéo Emotgoriéo % . « % .
Vazias Deterioradas visivel . Viaveis Nao viaveis
nao visivel
Matriz 1 2ab 48d 17 ns 33b 30,1 abc 69,9 abc
Matriz 2 2ab 48 d 17 33b 30,1 abc 69,9 abc
Matriz 3 7 cd 37¢ 16 40 bc 28,8 abc 71,2 abc
Matriz 4 2ab 48d 17 33b 30,1 abc 69,9 abc
Matriz 5 2ab 62 e 18 18a 36,4 a 63,6 a
Matriz 6 2ab 22b 19 57 d 23,3 bc 76,7 bc
Matriz 7 5 bc 31bc 25 39 bc 7,9d 92,1d
Matriz 8 Oa 23 b 33 44 ¢ 35,1ab 64,9 ab
Matriz 9 7 cd 11a 26 56 d 19,5 cd 80,5 cd
Matriz 11 10d 35¢ 20 35bc 20,5 cd 79,5 cd
Média 3,9 36,5 20,8 38,8 26,2 73,8
CV (%) 9,2 17,6 12,2 17,6 12,9 12
p-valor <0,0001 <0,0001 0,05 <0,0001 0,0032 0,0032

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD-Fisher a 5% de
probabilidade de erro.

Em que: CV = coeficiente de variacdo.

Fonte: Os Autores (2021)

Além do exposto, o0 endosperma das sementes de erva-mate é constituido de proteinas e
lipideos (HEUSER; FERREIRA; MARIATH, 1993). Condi¢des ambientais adversas, como a
elevacdo da temperatura e da umidade relativa do ar podem causar deshaturacdo proteica,
ocasionando inativacdo e perda da funcdo bioldégica (MARCOS-FILHO, 2015), aumentando a
deterioragdo e diminuindo a porcentagem de sementes viaveis. Outro fator que pode contribuir para
o elevado percentual de sementes deterioradas tem relagdo com o longo periodo de maturagdo dos
frutos de erva-mate (de dezembro a abril) (ZANON, 1988). Gracas a essa maturacdo heterogénea, 0s
frutos que amadurecem primeiro ficam mais tempo expostos as condi¢des adversas de mudanca de
temperatura e umidade, 0 que pode estar contribuindo para a presenca de sementes deterioradas. Com
relacdo a quantidade de sementes integras, € importante ressaltar que o nimero de sementes com
embrido ndo visualizado para todas as matrizes foi superior ao de sementes com embrido visivel,
com exce¢do da MAS que apresentou 0 mesmo valor para ambos (18%) (Tabela 4). A presenca de
sementes sem embrido visivel na cultura da erva-mate é citada na literatura, sendo contabilizadas,
por alguns autores, como vidveis (CATAPAN, 1998; MEDEIRQOS; SILVA, 2001), porém, neste
trabalho, as sementes sem embrido visivel foram consideradas como ndo viaveis, seguindo a
metodologia proposta por Brasil (2009).

Com relacéo a viabilidade pelo teste de tetrazdlio, na Tabela 4, observa-se a porcentagem de
sementes viaveis e ndo viaveis sobre o total de sementes integras avaliadas, desconsiderando a
porcentagem de sementes vazias e deterioradas. Pode-se verificar que as matrizes diferiram
estatisticamente (Tabela 4). Para a porcentagem de sementes vidveis, a matriz MA5 apresentou o
maior valor (36,4%), seguida da matriz MA8 (35,1%). J& a matriz MA7 apresentou a maior
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porcentagem de sementes ndo viaveis (92,1%), seguida pelas matrizes MA9 e MA1l que
apresentaram 80,5% e 79,5%, respectivamente.

Analisando a porcentagem de sementes vidveis para as diferentes matrizes (Tabela 4),
observa-se a média geral de 26,2%, o que justifica a baixa porcentagem de germinacdo da espécie,
quando considerado o nimero de sementes germinadas em relacdo as semeadas; muitos trabalhos
mencionam porcentagem de germinacdo proxima de 20% (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA,
1994; SCHAPARINI; VIECELLLI, 2011; GALINDEZ et al., 2018; SOUZA et al., 2020a). Galindez
et al. (2018) verificaram que a viabilidade das sementes de erva-mate é de 40% através do teste de
tetrazolio; esses autores também descartaram as sementes que flutuavam (< 20%). Mireski et al.
(2019) verificaram que 150 dias ap6s o inicio do teste de germinacdo apenas 1% das sementes
germinaram e que passados 210 dias observaram 8% de germinacdo. Apds 210 dias realizaram o
teste de tetrazélio e verificaram que 30% das sementes apresentavam embrides viaveis, sendo assim,
concluiram que estas sementes estavam dormentes.

A deterioragdo das sementes é um processo irreversivel e gradativo que se inicia apés a
maturidade fisioldgica sendo que diversos fatores podem contribuir para que este processo ocorra
mais rapidamente (MARCOS-FILHO, 2015). De modo geral, as sementes de espécies nativas
apresentam baixas porcentagens de germinacdo, principalmente devido a fatores como, por exemplo,
a mé formac&o, predacdo por insetos e ataque de fungos (BARBEDO; SANTOS-JUNIOR, 2018).
Dessa forma, é de fundamental importancia conhecer as caracteristicas das sementes da espécie com
a qual se esta trabalhando, o que tornam indispensaveis os estudos de caracterizacéo e qualidade das
sementes. Estudos como estes servem de subsidios a viveiristas, extensionistas, pesquisadores e
demais interessados que trabalham com a cultura da erva-mate, podendo auxiliar na compreensao da
baixa porcentagem de germinacdo das sementes da espécie e no desenvolvimento de técnicas de
beneficiamento a fim de melhorar a qualidade dos lotes.

CONCLUSAO

As sementes oriundas de diferentes plantas matrizes avaliadas neste trabalho, mesmo apés a
pré-limpeza por flutuacdo, apresentam diferencas relacionadas ao tamanho e teor de &gua e,
consequentemente, no peso de mil sementes. A erva-mate apresenta percentual variado de sementes
vazias e deterioradas. A porcentagem de sementes ndo viaveis é alta, o que reduz significativamente
a viabilidade de um lote de sementes.
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Resumo

A propagacéo da erva-mate é realizada por sementes que apresentam baixa taxa de germinacdo e dorméncia. Na natureza
as aves sdo as principais dispersoras e a passagem das sementes pelo sistema digestivo auxilia na germinagdo. A simulagdo
em laboratorio das condiges proporcionadas pela passagem das sementes no trato digestivo pode ser uma alternativa de
pré-tratamento. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de pré-tratamentos, associando ambiente acido na
estratificacdo, sobre a emergéncia de sementes de |. paraguariensis. Foram testados dois pré-tratamentos (PT): solucéo
aquosa acidificada (PT1) e uma sequéncia de solugdes aquosas (neutra + acidas) (PT2). As sementes pré-tratadas foram
submetidas a estratificagdo em areia (T1 e T2), além de sementes sem pré-tratamento que foram estratificadas em areia
(T3) e sementes estratificadas em areia e enterradas (T4). Aos 90, 135 e 180 dias foram retiradas sementes da estratificagéo
e levadas ao laboratério. Aliado a estes quatro tratamentos, incluiu-se um tratamento controle (sementes sem pré-tratamento
e sem estratificacdo) e sementes pré-tratadas (PT1 e PT2) sem estratificacdo (T5 e T6) que foram submetidas a emergéncia
e acompanhadas semanalmente durante 180 dias. Apds este periodo foi realizado o teste de tetrazolio nas sementes ndo
emergidas. Sementes estratificadas por 90 dias ndo emergiram, com 135 dias obteve-se 0,9% de emergéncia e o tratamento
com estratificacdo em areia e enterrado (T4) apresentou a maior emergéncia (4,25%). Com 180 dias de estratificagdo
obteve-se emergéncia média de 9,6% e a maior porcentagem foi verificada no T2 (pré-tratamento seguido de estratificagéo),
com 33% de emergéncia.

Palavras-chave: dorméncia, erva-mate, teste de tetrazélio, tratamento &cido, viabilidade.

Abstract

Pre-treatments, stratification, and emergence of seeds of llex paraguariensis A.St.-Hil. The propagation of yerba mate is
carried out by seeds that have dormancy and a low germination rate. In nature, birds are the main dispersers and the passage
of seeds through the digestive system helps in germination. The laboratory simulation of the conditions provided by the
passage of seeds in the digestive tract can be a pre-treatment alternative. Thus, the objective of the work was to evaluate
the effect of pre-treatments, associating acid environment in the stratification, on the emergence of |. paraguariensis seeds.
Two pre-treatments (PT) were tested: acidified aqueous solution (PT1) and a sequence of aqueous solutions (neutral + acid)
(PT2). The pretreated seeds were subjected to stratification in sand (T1 and T2), in addition to seeds without pretreatment
that were stratified in sand (T3) and stratified in sand and buried (T4). At 90, 135, and 180 days, seeds were removed from
the stratification and taken to the laboratory. In addition to these four treatments, a control treatment (seeds without pre-
treatment and stratification) and pre-treated (PT1 and PT2) seeds without stratification (T5 and T6), which were submitted
to the emergency and followed up weekly for 180 days, were included. After this period, the tetrazolium test was performed
on non-emerged seeds. Seeds stratified for 90 days did not emerge, with 135 days there was 0.9% emergence, and the
treatment with stratification in sand and buried (T4) had the greatest emergence (4.25%). With 180 days of stratification,
an average emergency of 9.6% was obtained and the highest percentage was seen in T2 (pre-treatment followed by
stratification), with 33% of emergence.

Keywords: dormancy, yerba mate, tetrazolium test, acid treatment, viability.

INTRODUCAO

llex paraguariensis A.St.-Hil. (Aquifoliaceae), conhecida como erva-mate, € uma espécie arborea,
dioica, com um dos esporangios abortivos (CARVALHO, 2003; PIRES et al., 2014). A floragéo ocorre de
setembro a dezembro e a frutificacdo de dezembro a meados de maio (PIRES et al., 2014). A unidade de
dispersdo sdo os pirénios, geralmente em nimero de quatro em cada fruto, constituidos de endocarpo lenhoso
e semente. A semente, por sua vez € composta pelo tegumento, endosperma e embrido (CARVALHO, 2003;
WENDLING; SANTIN, 2015; GALINDEZ et al., 2018).

O cultivo da erva-mate no Brasil é realizado principalmente por agricultores familiares, apresentando
grande importancia econdmica, social, cultural e ambiental, fazendo parte de um dos sistemas florestais mais
equilibrados do Brasil, com crescente descoberta de novos usos de sua matéria prima (WENDLING; SANTIN,
2015). A propagacao € realizada principalmente por via seminal (CARVALHO, 2003; WENDLING; SANTIN,
2015), contudo, as sementes apresentam baixa qualidade genética e fisiolégica, baixo poder germinativo,
germinacdo desuniforme e dorméncia morfofisiolégica (WENDLING; SANTIN, 2015; GALINDEZ et al.,
2018). A dorméncia morfofisiologica é apontada como uma das principais causas das baixas taxas de
germinacdo das sementes (WENDLING; SANTIN, 2015), que se caracterizam por apresentar embrido com
desenvolvimento incompleto (estagio globular ao estagio cordiforme tardio) e presenca de compostos
inibitorios (BEWLEY et al., 2013; BASKIN; BASKIN, 2014),

A forma mais difundida para superar a dorméncia das sementes de erva-mate ¢ a estratificacdo. Esta
se resume em manter as sementes misturadas ou intercaladas em camadas de areia Umida por 180 dias
(WENDLING; SANTIN, 2015). Este processo favorece o desenvolvimento embrionario ao promover a
superagdo da dorméncia morfoldgica e permite a lixiviagdo de compostos inibitorios, favorecendo a superagao
da dorméncia fisiol6gica (BEWLEY et al., 2013; BASKIN; BASKIN, 2014). Ainda assim, a germinagao é
lenta e desuniforme (de 100 a 360 dias) com baixas taxas, em geral inferiores a 20% (WENDLING; SANTIN,
2015).

Para a obtencéo das mudas de erva-mate sdo necessarios cerca de 18 meses, considerando o periodo
compreendido pela coleta das sementes, estratificacdo, semeadura, germinacdo e desenvolvimento das mudas.
O que contribui para esse periodo prolongado é a ndo evolugdo das técnicas de superacdo de dorméncia. Nesse
sentido, a utilizacdo de pré-tratamentos nas sementes associado a estratificacdo pode ser uma alternativa viavel,
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com o intuito de uniformizar e aumentar as taxas de germinacdo, reduzir o periodo de estratificacdo e,
consequentemente, o tempo para a formacao de mudas.

Na natureza, inimeras espécies vegetais, especialmente as de frutos carnosos, estdo adaptadas para a
dispers@o por animais, principalmente aves. O consumo de frutos frescos, com a posterior dispersdo das
sementes é considerado um processo chave na ecologia de plantas (SILVEIRA et al., 2012). No caso especifico
da erva-mate, que apresenta fruto carnoso do tipo drupa, a dispersdo € do tipo zoocorica, por sindrome de
ornitocoria, com destaque para aves do género Turdus, como os sabidas (CARVALHO, 2003). Estas aves
ingerem os frutos inteiros (COLUSSI; PRESTES, 2011), podendo as sementes serem dispersadas por até cerca
de 2,0 km de distancia (DIAZ et al., 2013), evidenciando a importancia da avifauna neste processo. A passagem
das sementes pelo sistema digestivo tem acdo mecénica e/ou quimica, podendo afetar a estrutura e/ou a
permeabilidade do tegumento (TRAVESET, 1998; LEHOUCK et al., 2011). As aves também podem auxiliar
na superacdo da dorméncia, principalmente na remocdo de substancias como suberinas presentes na cuticula
interna e externa do tegumento por meio da passagem pelo sistema digestivo (BEWLEY et al., 2013), além de
afetar outras estruturas das sementes e contribuir para a remocéo de inibidores (TRAVESET, 1998).

Sementes de Xymalos monospora (Harv.) Baill. ex Warb. (Monimiaceae), que passaram pelo trato
digestivo de trés espécies de aves, apresentaram maior porcentagem e menor tempo médio de germinacéo,
quando comparado as sementes sem esse tratamento, evidenciando a eficiéncia das aves no processo de inducao
da germinacéo (LEHOUCK et al., 2011). Contudo, a maioria dos trabalhos tem foco em identificar quais séo
as espécies de aves que dispersam as sementes de determinada planta e alguns avaliam in situ as sementes que
passaram pelo sistema digestivo. Sdo poucos os estudos que avaliam, em laboratdrio, formas analogas as
condicBes proporcionadas pela passagem das sementes no trato digestivo dos animais, 0 que seria uma
alternativa de pré-tratamento, sendo uma metodologia acessivel na superacdo da dorméncia de sementes de
erva-mate.

Neste sentido, o estudo partiu da hip6tese de que a simulacéo do trato digestivo das aves pode auxiliar
na superagdo da dorméncia de sementes de erva-mate e reduzir o tempo necessario para a producdo de mudas.
Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de pré-tratamentos, associando ambiente acido na
estratificacdo, sobre a emergéncia de sementes de I. paraguariensis, em um viveiro comercial.

MATERIAL E METODOS

Embora a unidade de disperséo da espécie seja um pirénio, o termo semente sera utilizado ao longo
do trabalho para designar um diasporo, constituido pelo endocarpo e a semente.

Coleta das sementes

Foram utilizadas sementes provenientes de duas plantas matrizes localizadas no municipio de
Arvorezinha, Rio Grande do Sul, Brasil (28° 50' 56" S 52° 14' 14" W). Nessa regido, segundo a classificacao
de Koppen e Geiger, o clima é do tipo Cfb (clima temperado imido com verdo temperado) com temperatura
média de 16,9 °C e pluviosidade anual média de 1704 mm (CLIMATE, 2021).

Em janeiro de 2018, frutos dispersos naturalmente (abscisados) foram coletados sobre lonas plasticas
dispostas na projecdo da copa das plantas matrizes antes de iniciar a maturacdo dos frutos. A coleta desses
frutos foi realizada num intervalo de dispersdo de trés dias. Posteriormente, foram levados ao laboratério e
macerados em agua corrente. A massa resultante, constituida de sementes e polpa, foi submersa num recipiente
com &gua, sendo entdo descartadas as sementes sobrenadantes (WENDLING; SANTIN, 2015), que
corresponderam a aproximadamente 10%. Em seguida, as sementes permaneceram secando sobre papel toalha
em bancada de laboratério durante cinco dias, na sequéncia foram homogeneizadas compondo um Unico lote.
Apos, foi determinado o teor de 4gua por meio da diferenca percentual de massa apds secagem em estufa a 105
+ 2 °C por 24 horas, utilizando-se trés repeti¢des de 0,5 g (BRASIL, 2009). Também foi avaliada a viabilidade
inicial do lote pelo teste de tetrazélio. Na sequéncia, as sementes foram armazenadas em vidro tipo snap cap e
mantidas em temperatura controlada de 5 + 2 °C durante quatro meses.

Pré-tratamentos das sementes em laboratério

Parte das sementes foi exposta a dois pré-tratamentos:

- Pré-tratamento 1 (PT1): sementes embebidas em solugdo aquosa acidificada (pH 2,78) durante 48
horas a 40 °C.

- Pré-tratamento 2 (PT2): sementes embebidas em agua ultra purificada (pH 6,95) por duas horas a 40
°C. Posteriormente o pH da agua foi ajustado para 3,5 com &cido cloridrico (1 N), permanecendo nessa solucéo
aquosa acidificada por oito horas, a temperatura de 40 °C. Durante esse periodo, o pH foi monitorado a cada
30 min e, quando necessario, adicionado &cido cloridrico ou hidroxido de potassio (1 N) para manté-lo
constante. Ap6s as sementes foram imersas em solucdo aquosa acidificada com pH 5,9, também a 40 °C,
durante 30 minutos. Entdo as sementes foram transferidas e mantidas em areia peneirada e autoclavada com
60% da capacidade de retencdo de 4gua (CRA), a temperatura de 25 °C por aproximadamente 40 horas.
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Estratificacdo das sementes estabelecidas em viveiro comercial

As sementes pré-tratadas foram imediatamente transferidas para o viveiro e juntamente com sementes
sem pré-tratamento foram submetidas aos tratamentos de estratificacéo:

- Tratamento 1 (T1): as sementes passaram pelo pré-tratamento 1 (PT1) (como descrito no item
anterior) e foram estratificadas em areia.

- Tratamento 2 (T2): as sementes passaram pelo pré-tratamento 2 (PT2) (como descrito no item
anterior) e foram estratificadas em areia.

- Tratamento 3 (T3): sementes sem pré-tratamento estratificadas em areia.

- Tratamento 4 (T4): sementes sem pré-tratamento estratificadas em areia e enterradas a 20 cm de
profundidade em local bem drenado no viveiro comercial. O solo nesse local apresenta 21% de argila, pH 4,8,
2,2% de matéria organica, 10,7 mg dm de fésforo e 151 mg dm de potassio.

Para a estratificacdo, foram utilizadas bandejas de polietileno brancas (192 x 116 x 64 mm) onde as
sementes foram dispostas sobre uma tela de polietileno preta com malha de 50 mesh, e estas entre duas camadas
de areia, de aproximadamente 3 cm de altura cada (1,0 L cada). A areia foi umedecida com agua a 60% da
CRA. O fundo de cada bandeja foi previamente perfurado (cada bandeja com 12 orificios de 3 mm de didmetro)
para viabilizar a drenagem e, para evitar a perda de areia uma tela de polietileno foi colocada no fundo da
bandeja e outra sobre a camada superior de areia. Os tratamentos de estratificacdo (T1, T2, T3 e T4) foram
mantidos sob as condi¢fes de irrigagdo manual e manejo que o viveirista adota na sua propriedade, com
monitoramento diario, de modo que a areia ficasse com umidade proxima a 60% da CRA durante todo o
periodo experimental. Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes de aproximadamente 1.000
sementes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e o periodo de estratificagdo foi de 180
dias.

Emergéncia de sementes

Ao0s 90, 135 e 180 dias de estratificacdo foi retirada uma amostra de sementes de cada tratamento de
estratificacdo (T1, T2, T3 e T4). Essas sementes foram transferidas para o laboratério onde foram lavadas com
agua ultra purificada e autoclavada. A estes tratamentos foi adicionado um tratamento controle (TC) - sementes
sem pré-tratamento e sem estratificacdo, armazenadas em frasco de vidro tipo snap cap e mantidas a
temperatura controlada de 5 + 2 °C. Também foram utilizadas sementes submetidas aos dois pré-tratamentos
1e 2 (PT1 e PT2), porém sem estratificacdo, os quais foram denominados de tratamento 5 e 6 (T5 e T6)
respectivamente, totalizando sete tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢éo dos tratamentos de emergéncia de sementes de llex paraguariensis A.St.-Hil.
Table 1. Description of the seed emergence treatments of llex paraguariensis A.St.-Hil.

Tratamento Cadigo Pré-tratamento Estratificacdo
Tratamento Controle TC nédo néo
Tratamento 1 Tl solucdo aquosa acidificada - pH 2,78/48h em areia
solucéo neutra - pH 6,95/2h, solucbes aquosas .
Tratamento 2 T2 acidificadas - pH 3,5/8h e pH 5,9/30 min. em areia
Tratamento 3 T3 nédo em areia
Tratamento 4 T4 ndo em areia e
enterradas
Tratamento 5 T5 solucéo aquosa acidificada - pH 2,78/48h néo
Tratamento 6 T6 solucéo neutra - pH 6,95/2h, solucbes aquosas nio

acidificadas - pH 3,5/8h e pH 5,9/30 min.

Para todos os tratamentos foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 100 sementes que foram submetidas
a emergéncia em caixas do tipo gerbox devidamente desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de sédio a
1,5% (i.a.). Cada caixa gerbox recebeu 250 g de areia média peneirada e autoclavada, umedecida com agua
ultra purificada e autoclavada até 60% da CRA.

As caixas gerbox foram mantidas em germinadores do tipo Mangelsdorf com temperatura de 25 + 1
°C, e umidade relativa > 90% sem controle do fotoperiodo, em delineamento inteiramente casualizado. A
emergéncia foi acompanhada semanalmente durante 180 dias, sendo considerada emergida a semente que
emitiu qualquer estrutura visivel na superficie da areia (BRASIL, 2009). O célculo de porcentagem de
emergeéncia foi realizado com base na viabilidade inicial do lote de sementes (64%).

Analise da viabilidade das sementes
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Para cada tratamento, ao completar 180 dias em emergéncia, foi realizado o teste de tetraz6lio das
sementes remanescentes. Para tanto, as sementes ndo emergidas que restavam nas caixas gerbox foram
peneiradas e lavadas com &gua ultra purificada e autoclavada para retirada do excesso de areia. Em seguida foi
realizado um corte longitudinal com auxilio de pinca e bisturi e submetidas a solucéo de 0,1% de tetrazolio por
24 horas a 35 °C (Souza et al., 2020). Apos, as sementes foram analisadas com auxilio de microscopio
estereoscopico Leica EZ4 HD, com aumento de 20 a 30 vezes e avaliadas quanto a reacéo a solugdo. Foram
consideradas viaveis as que apresentaram endosperma firme e colorido, com embrido visivel, sem danos e com
consisténcia firme. Todas as sementes que ndo apresentaram estas caracteristicas foram classificadas como nao
viaveis (BRASIL, 2009).

Os dados de porcentagem de emergéncia, porcentagem de sementes vidveis e ndo viaveis para 90, 135
e 180 dias de estratificacdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) em esquema bifatorial
(tratamento x tempo de estratificacdo) e as méedias foram comparadas pelo teste de LSD-Fisher ao nivel de 5%
de probabilidade de erro pelos programas estatisticos Costat 6.4 e Sigmaplot 11.0. Os dados de porcentagem
de sementes viaveis aos 180 dias de estratificagdo ndo atenderam os pressupostos da ANOVA por isso foram

transformados para Vx, sendo os resultados apresentados em seus valores originais.
RESULTADOS

O lote apresentou 5,7% de teor de &gua e a analise de variancia apontou interagdo (p < 0,001%) entre
os tratamentos e o tempo de estratificacdo para a porcentagem de emergéncia, considerando a viabilidade inicial
do lote de 64%. Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da porcentagem de emergéncia apés 180 dias, onde
é possivel verificar que as sementes estratificadas por 90 dias ndo emergiram. Sementes estratificadas por 135
dias apresentaram porcentagem média de emergéncia de 0,9%, sendo que o tratamento com estratificacdo em
areia e enterrado (T4) diferiu estatisticamente dos demais e apresentou o maior valor (4,25%). Com 180 dias
de estratificacdo obteve-se emergéncia média de 9,6%, com destaque para as sementes expostas a um pré-
tratamento seguido de estratificagdo (T2), que apresentou 33% de emergéncia, seguido da estratificacdo em
areia e enterrado (T4) (19,28%) e da estratificacdo em areia (T3) (10,46%).

Tabela 2. Porcentagem média de emergéncia de sementes de Ilex paraguariensis A.St.-Hil. aos 180 dias, para
os diferentes tratamentos e tempos de estratificagéo.

Table 2. Mean seed emergence percentage of llex paraguariensis A.St.-Hil. At 180 days for the different
treatments and periods of stratification.

Tempo de estratificacdo 90 dias 135 dias 180 dias
Tratamentos e % emergéncia---------------
TC-Sementes armazenadas a 5 °C 0aA 0bA 0OeA
T1-Sementes embebidas em solucdo aquosa acidificada +

estratificacdo em areia 0aB 0bB 4.25d A
T2-Se~mentes embeb_ld_a_s em solucéo aquosa neutra, s_egulda de 0aB 0.98b B 333 A
solucBes aquosas acidificadas + estratificacdo em areia

T3-Sementes estratificadas em areia 0aB 0,98b B 10,46 c A
T4-Sementes estratificadas em areia e enterradas 0aC 4,25aB 19,28 b A
T5-Sementes embebidas em solugdo aquosa acidificada 0DaA ObA 0OeA
T6-Sementes embebidas em solucdo aquosa neutra, seguida de 0aA 0bA 0eA

solucbes aquosas acidificadas

Média 0 0,9 9,6

TC=Tratamento controle; T=Tratamento; médias seguidas por letras minGsculas distintas na coluna e letras
maidsculas distintas na linha diferem entre si pelo teste de LSD-Fisher a 5% de probabilidade de erro.
TC=Control treatment; T=treatment; means followed by distinct lowercases in the same column and distinct
uppercases in the same line are different between themselves by the LSD-Fisher test with a 5% error
probability.

N&o houve interacdo entre os tratamentos e o tempo de estratificacdo para a porcentagem de sementes
viaveis e nao viaveis. O teste de emergéncia com 90 dias de estratificacdo apresentou valores médios de 11,75%
de sementes viaveis e 88,25% de ndo viaveis (Tabela 3). Para este tempo de estratificacdo, no tratamento em
que as sementes foram estratificadas em areia (T3) houve o maior percentual de sementes viaveis (33,25%),
seguidos pelos tratamentos controle (TC), sementes estratificadas e enterradas (T4) e pré-tratamento em
solucéo aquosa acidificada com estratificacdo (T1), os quais ndo diferiram entre si.



90

Para o teste de emergéncia com 135 dias de estratificacdo, no tratamento controle (TC) houve maior
porcentagem de sementes viaveis (19,75%), mas sem diferenca estatistica dos tratamentos onde as sementes
foram enterradas e estratificadas (T4) e dos pré-tratamentos seguido de estratificacdo (T1 e T2). E estes trés
tratamentos ndo diferiram das sementes que foram estratificadas em areia (T3).

No teste de emergéncia com 180 dias de estratificacdo, para o tratamento controle (TC) verificou-se
a maior porcentagem de sementes vidveis (19,75%), seguido da estratificacdo em areia (T3) e com pré-
tratamento em solucéo aquosa acidificada seguido de estratificacdo (T1) (12,5% e 9,5%, respectivamente), e
em seguida apareceu a estratificacdo enterrada (T4) e sementes pré-tratadas em uma sequéncia de solucdo
aquosa e estratificadas (T2), ambas com 5,5%.

Tabela 3. Porcentagem de sementes viaveis e ndo vidveis de llex paraguariensis A.St.-Hil. ap6s 180 dias de
emergéncia, considerando os tempos 90, 135 e 180 dias de estratificacéo.

Table 3. Viable and non-viable seed percentage of llex paraguariensis A.St.-Hil. after 180 days of emergence,
considering 90, 135 and 180 of stratification.

Tempo de estratificacdo 90 dias 135 dias 180 dias

Tratamentos Viaveis _Nao_ Viaveis _Nao_ Viaveis _Nao_
vidveis vidveis vidveis

TC-Sementes armazenadas a 5 °C 17,25b 82,75b 19,75a 80,25c¢c 19,75a 80,25d

T1-Sementes embebidas em solucéo

aquosa acidificada + estratificacdo em 14,75b 8525b 14ab 86 bc 95b 90,5 bc
areia

T2-Sementes embebidas em solucdo
aquosa neutra, seguida de solucdes
aquosas acidificadas + estratificacdo em
areia

Oc 100a 13,75ab 86,25 bc 55¢ 945b

T3-Sementes estratificadas em areia 33,25a 66,75¢ 13,5b 86,5b 125b 87,5¢c

T4-Sementes estratificadas em areia e

enterradas 17b 83b 145ab  855hbc 55¢c 94,5b

T5-Sementes embebidas em solucdo

Oc 100 a Oc 100 a od 100 a
aquosa acidificada
T6-Sementes embebidas em solucdo
aquosa neutra, seguida de solucdes Oc 100 a Oc 100 a Oc 100 a
aquosas acidificadas
Média 11,75 88,25 10,79 89,21 7,54 92,46
p valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

TC=Tratamento controle; T=Tratamento; médias seguidas por letras mindsculas distintas na coluna diferem
entre si pelo teste de LSD-Fisher a 5% de probabilidade de erro.

TC=Control treatment; T=treatment; means followed by distinct lowercases in the same column are different
between themselves by the LSD-Fisher test with a 5% error probability.

DISCUSSAO

Na literatura ndo foram encontrados registros da utilizacdo de pré-tratamentos com solucdes aquosas
acidificadas na superacdo da dorméncia de sementes de erva-mate. Alguns trabalhos testaram pré-tratamentos,
como imersdo em agua quente (50 e 100 °C), imersdo em agua destilada e agua de coco por 24 h, porém a
porcentagem de germinagdo foi < 1% (SCHAPARINI; VIECELLI, 2011).

Os pré-tratamentos com embebicdo das sementes em uma sequéncia de solucBes aquosas (T2 e T6)
tentaram simular o sistema digestivo de uma ave, ja que na natureza 0s passaros sao os principais dispersores
das sementes de erva-mate (CARVALHO, 2003; COLUSSI; PRESTES, 2011). Na germinacéo de sementes
de Copaifera langsdorffii Desf. houve incremento de 50% no tratamento acido que simulou os efeitos de um
dispersor, apresentando resultado satisfatério quando comparado as sementes que ndo passaram por nenhum
tratamento (SOUZA et al., 2015). No presente trabalho, o incremento na emergéncia foi de 33% quando houve
um pré-tratamento com solucdo aquosa neutra, seguido de 4cidas aliado a estratificacdo (T2).

A acdo de tratamentos acidos estd comprovada na superagdo da dorméncia fisica, pois auxilia no
amolecimento do tegumento. No entanto, ha poucas informagdes sobre o efeito nos demais tipos de dorméncia.
Para a maioria das espécies que apresentam diasporos do tipo drupa, como €é o caso da erva-mate, as sementes
ndo possuem dorméncia fisica (BEWLEY et al., 2013; BASKIN; BASKIN, 2014). Assim, a exposicdo do
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diasporo ao acido auxilia no amolecimento do endocarpo, que é extremamente duro (BASKIN; BASKIN,
2014). O endocarpo possui varias camadas de células lignificadas, sendo esta caracteristica responsavel por
dificultar a entrada de 4gua nas sementes (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1999) e, consequentemente, a
expansdo dos tecidos e o crescimento do embrido (DOLCE et al. 2010).

O efeito de tratamentos &cidos pode ir além dos efeitos fisicos no tegumento das sementes com
dorméncia fisiologica, ja que a escarificagdo da semente ndo é necessaria para a germinacdo (BASKIN;
BASKIN, 2014). A acdo dos acidos intestinais pode desencadear varios processos fisiologicos que atuam
diretamente nos embrides das sementes e contribuem para o aumento da germinagdo (BRAVO et al., 2020).
Em sementes com dorméncia morfoldgica/morfofisiolégica foi observada porcentagem de germinacéo
significativamente maior apds a passagem pelo intestino de aves quando comparado com sementes sem essa
passagem (SOLTANI et al., 2018). De forma geral, a maneira como a passagem pelo intestino afeta a
dorméncia ainda permanece obscura (BRAVO et al., 2020), assim como a acdo de tratamentos com solucées
aquosas que tentam simular estes efeitos.

Em sementes com dorméncia morfofisiologica, os tecidos que circundam o embrido (endosperma,
tegumento, pericarpo) devem sofrer afrouxamento e com isso ficam mais fragilizados, constituindo um
processo chave para a remogao da dorméncia, pois possibilita a extensao e protrusdo da radicula através destas
camadas (BEWLEY et al., 2013). O endosperma da semente madura também pode estar envolvido no controle
da germinagdo, servindo principalmente como barreira no desenvolvimento radicular. Quando ocorre o
estimulo a germinacdo, varias enzimas sdo ativadas, ocorre o enfraquecimento do endosperma micropilar
fazendo com que a radicula consiga se expandir para tecidos adjacentes (LINKIES et al., 2010). O pré-
tratamento, com uma sequéncia de solugGes aquosas podem ter contribuido para o enfraquecimento do
endosperma e mobilizacdo de reservas para a nutricdo do embrido, com consequente desenvolvimento e
crescimento. A estratificagdo auxiliou na remocgao de compostos inibitorios, como polifendis (MIRESKI et al.,
2018) o que culminou com maiores taxas de emergéncia observadas no tratamento T2.

O escurecimento do endocarpo também foi verificado em muitas sementes, isso pode ser devido a
presenca de fungos que atuam na degradagdo do mesmo (SOUZA et al., 2019) e contribuiu para aumentar
significativamente a porcentagem de sementes ndo vidveis em todos os tratamentos. Durante a estratificacdo e
emergéncia, o desenvolvimento de fungos é favorecido pela elevada umidade que ocorre durante o processo
(GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1999).

Nas sementes submetidas aos pré-tratamentos sem estratificacdo (T5 e T6) foi verificada alta
porcentagem de sementes ndo viaveis (100%), além de ndo ter sido observada emergéncia, confirmando que
as sementes de erva-mate necessitam do periodo de estratificacdo para a superagcdo da dorméncia
morfofisioldgica. Nas sementes destes tratamentos (T5 e T6) foi verificado que o endocarpo estava amolecido,
com endosperma gelatinoso ou liquido e em muitos casos com coloracéo escurecida. Isto pode ser devido ao
pré-tratamento associado a temperatura constante (25 °C) sem estratificacdo, visto que maior deterioracdo de
sementes de erva-mate também foi verificada na estratificacdo em areia a 25 °C comparadas as que foram
estratificadas a -2 °C (MENEGUETI et al., 2004). J& no tratamento controle foi observada maior porcentagem
de sementes viaveis, ou seja, maior presenca de sementes dormentes apds 180 dias de emergéncia, novamente
evidenciando a importancia da estratificagdo na superacdo da dorméncia.

E importante destacar que o resultado obtido no presente trabalho foi devido a associagéo dos efeitos
do pré-tratamento em uma sequéncia de solugBes aquosas neutra e &cidas com a estratificagdo (T2), j& que a
acdo de apenas um dos fatores nao foi efetiva, comprovando a hipdtese inicial deste estudo. Além disso, estes
resultados estdo atrelados as condi¢fes ambientais especificas existentes durante o periodo de estratificacéo,
por esse motivo sdo necessarios mais trabalhos que envolvam pré-tratamentos para obter maiores taxas de
germinacdo. Contudo este trabalho é pioneiro e apresentou alta taxa de emergéncia (33%) quando comparado
com os trabalhos disponiveis na literatura que apresentam valores inferiores a 20%.

De modo geral, o pré-tratamento de solugdo aquosa neutra, seguida de solugGes aquosas acidificadas
associado a estratificacdo (T2) contribuiu com o amolecimento do endocarpo e do tegumento, favorecendo a
entrada de oxigénio e agua, auxiliando na mobilizacdo de reservas para o desenvolvimento embrionario, além
de facilitar a remoc¢do de compostos inibitorios, superando assim a dorméncia morfofisiolégica e culminando
com maiores taxas de emergéncia.

Mais estudos sdo necessarios no sentido de aumentar a porcentagem de viabilidade inicial do lote de
sementes, pois estudos recentes indicam que as baixas taxas de geminacao da espécie ndo podem ser totalmente
atribuidas & dorméncia morfofisioldgica e sim, a qualidade inicial do lote, que pode ter alta porcentagem de
sementes vazias e deterioradas (Souza et al.,, 2020). Dessa forma é importante realizar estudos de
beneficiamento de sementes, além de associar pré-tratamentos e elementos quimicos, principalmente fontes de
nitratos na estratificacdo, porque na natureza o efeito da fertilizacdo por meio da deposicéo de material fecal
no entorno da semente pode auxiliar na germinacéo e estabelecimento das mudas (LEHOUCK et al., 2011,
SOLTANI et al., 2018).

CONCLUSOES
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As analises realizadas permitem concluir que:
. O pré-tratamento com solucdo aquosa neutra, seguido de solucdes aquosas acidificadas
aliado a estratificacdo favorece a emergéncia de sementes de erva-mate.
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7 CAPITULOS
O desenvolvimento embrionario e a viabilidade das sementes afetam a germinacéo de

erva-mate*
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RESUMO

llex paraguariensis A.St.-Hil. é propagada por sementes que apresentam dorméncia
morfofisioldgica. Este estudo teve como objetivo responder as seguintes questdes: 1) Quais
sdo as alteragbes que ocorrem no embrido ao longo do periodo de diferentes métodos de
estratificacdo de sementes de llex paraguariensis? 2) O tipo de substrato utilizado e/ou a
incorporacdo de fertilizantes quimicos durante a estratificacdo podem promover o aumento
das taxas de germinacdo da espécie? Para isso, sementes de erva-mate foram submetidas a
quatro tratamentos de estratificacdo que variaram quanto ao tipo de substrato e adicdo de
adubo, acrescidos de uma testemunha, durante 180 dias. Em intervalos de 30 dias foram
retiradas sementes para analises anatdmicas estruturais e, aos 150 e 180 dias também para
testes de germinacéo a 25 °C que tiveram acompanhamento por 180 dias. O tratamento com
a maior porcentagem de germinacdo (15,4%) na estratificacdo e nos testes de germinagao
(15,2 e 20,1%) foi 0 que teve adubo mineral incorporado na areia de estratificagdo. Este
tratamento foi o Unico a diferir significativamente dos demais que apresentaram baixas taxas
de germinacao (<1,3%). Somente nesse tratamento foram observados embrides em estagios
mais avancados de desenvolvimento (torpedo e maduro). Conclui-se que o desenvolvimento
embrionario e a germinacao foram favorecidos pela estratificagdo em areia com adi¢édo de

fertilizante quimico.

Palavras Chave: Anatomia, Aquifoliaceae, dorméncia morfofisioldgica, estratificagdo, llex

paraguariensis A.St.-Hil.

Embryonic development and seed viability affect the germination of yerba mate

ABSTRACT
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llex paraguariensis A.St.-Hil. is propagated by seeds that present morphophysiological
dormancy. This study aimed at answering the following questions: 1) What are the changes
that occur in the embryo throughout different llex paraguariensis seed stratification
methods? 2) Can the type of substrate and/or the incorporation of chemical fertilizers in
stratification treatments promote an increase in the germination percentage in yerba mate
seeds? For this purpose, yerba mate seeds were subjected to four stratification treatments
that varied according to the type of substrate and fertilizer addition, plus a control, for 180
days. At intervals of 30 days, seeds were removed for structural anatomical analysis and, at
150 and 180 days, also for germination tests at 25 °C, which were monitored for 180 days.
The treatment with the highest germination percentage (15.4%) in the stratification and in
the germination tests (15.2 and 20.1%) was the one with mineral fertilizer incorporated in
the stratification sand. This treatment was the only one to differ significantly from the others
that had low germination rates (<1.3%). Only in this treatment embryos in more advanced
stages of development (torpedo and mature) were observed. It is concluded that embryonic
development and germination were favoured by sand stratification with addition of chemical

fertilizer.

Keywords: Anatomy, Aquifoliaceae, morphophysiological dormancy, stratification, llex

paraguariensis A.St.-Hil.

Introducéo

llex paraguariensis A.St.-Hil., popularmente conhecida como erva-mate, € uma
espeécie arborea e perenifolia, originaria da Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (Sobral et
al. 2013). A erva-mate é muito consumida na forma de chimarrdo, tereré e cha (Coelho et

al. 2002), porém, é crescente os estudos que visam a criacdo de outras formas de uso, como
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bebidas (cervejas, refrigerantes e energéticos), na producdo de cosméticos, alimentos
funcionais e racdo animal (Croge et al. 2021). Além disso, é também utilizada como
medicinal (Cardozo-Junior & Morand 2016; Riachi & De Maria 2017), tendo propriedades
estimulante, ansiolitica e neuroprotetora (Santos et al. 2015).

A producdo de mudas de erva-mate € realizada principalmente a partir de sementes
(Wendling & Santin 2015), porém a ocorréncia da dorméncia morfofisioldgica é apontada
como uma das principais causas das baixas taxas de germinacdo da erva-mate (Niklas 1987;
Heuser et al. 1993; Wendling & Santin 2015; Galindez et al. 2018; Mireski et al. 2019;
Souza et al. 2020). O embrido se encontra em estagio indiferenciado ou ndo completamente
desenvolvido (estagio globular ao estagio cordiforme tardio) (Bewley et al. 2013; Baskin &
Baskin 2014), associado a mecanismos inibitérios, como a presenca de polifendis no
tegumento da semente (Mireski et al. 2018), o que dificulta o desenvolvimento embrionario
e, consequentemente a germinacao (Bewley et al. 2013; Baskin & Baskin 2014).

Para acelerar o desenvolvimento embrionario das sementes, a estratificacdo é o
método mais utilizado, processo pelo qual as sementes permanecem em areia por 180 dias
(Cuquel et al. 1994; Wendling & Santin 2015). Contudo, as técnicas de estratificacdo ndo
evoluiram ao longo do tempo. Uma alternativa pode ser aliar a estratificacdo a outros
tratamentos, com o intuito de reduzir o tempo de superacdo da dorméncia e contribuir para
a germinacdo mais homogeénea e, consequente uniformizagdo na producdo de mudas.

Nesse sentido, buscando acelerar o processo germinativo, diferentes métodos de
estratificacdo tém sido testados, porém, os percentuais de germinagdo sempre foram baixos
(0% a 3,8%), mesmo apos seis meses de estratificacdo (Cuquel et al. 1994; Menegueti et al.
2004; Schaparini & Viecelli, 2011). Dolce et al. (2010) registraram 74,4% de germinacgao
de embrides mantidos isolados em cultivo in vitro por 120 dias. Porém, abordagens sobre
desenvolvimento do embrido durante o processo de estratificacdo ainda sdo desconhecidas.

Para as sementes de Malus domestica Borb cv. Antonovka (maca) submetida a estratificacdo
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a frio, foram observadas alteracbes morfologicas nos embrides ao longo do tempo
(Dawidowicz-Grzegorzewska & Lewak 1978) e, em sementes de Sambucus chinensis o
embrido aumentou 25% de tamanho e também foram verificadas diferencas no formato
durante o seu desenvolvimento até a superacdo da dorméncia morfofisiologica (Chen et al.
2014).

Aliado as andlises anatdmicas durante a estratificagdo, para acompanhamento do
desenvolvimento embrionério, a realizacdo de testes de germinacdo é importante para
comprovar a eficacia dos tratamentos de estratificacdo. Associado a isso, o teste de tetrazolio
pode ser uma alternativa para verificar a presencga de sementes dormentes no final do periodo
experimental, j& que para espécies que apresentam germinacdo lenta, acima de 60 dias
(Brasil 2009), como é o caso da erva-mate, ainda pode haver sementes dormentes. Na
literatura ha relatos de que as sementes desta espécie podem apresentar periodo de repouso
de dois anos (Cuquel et al. 1994) ou mais.

Estudos com algumas espécies que apresentam sementes com dorméncia, indicam a
utilizacdo de elementos minerais, como nitrato de potassio para supera¢do da dorméncia
(Batak et al. 2002; Alboresi et al. 2005). Este composto, associado a baixas temperaturas
durante a estratificacdo de Acer morrisonense Hayata, favoreceu a superacdo da dorméncia
de sementes, sendo observadas mudancas na concentracdo dos hormdnios acido abscisico
(ABA) e acido giberélico (GA3), proteinas, lipideos, acucares e aminoacidos (Chen et al.
2015). Ja em maca cultivar Ligol, a utilizacdo de nitrato de potassio na embebicdo das
sementes, durante a estratificacdo, auxiliou na superacdo da dorméncia, incrementando a
porcentagem de germinacao (Grezsik et al. 2017). Estudos como estes ainda sdo escassos e
restritos a algumas espécies, nao havendo registros de abordagens desse tipo para erva-mate
(I. paraguariensis).

Diante de tais fatos, analises anatémicas visando o acompanhamento do

desenvolvimento embriondrio podem ser importantes para confirmar a influéncia de
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métodos de estratificacdo. Ja o teste de germinacdo, aliado ao teste de tetrazdlio, pode
auxiliar na verificacdo da eficicia dos tratamentos de estratificacdo para a superacdo de
dorméncia. Deste modo, o presente estudo objetivou responder as questdes (1) Quais sdo as
alteracBes que ocorrem no embrido ao longo do periodo de diferentes metodos de
estratificacdo de sementes de llex paraguariensis A. St.-Hil.? (2) O tipo de substrato e/ou a
incorporacdo de fertilizantes quimicos nos tratamentos de estratificacdo podem promover o

aumento da porcentagem de germinacgédo de sementes de erva-mate?

Material e Métodos

Coleta e beneficiamento das sementes

Para termos de descricdo fisioldgica, os pirénios (endocarpo mais semente) foram
denominados de sementes ao longo da descricdo deste trabalho. As sementes de |I.
paraguariensis foram extraidas de frutos maduros de coloracdo vermelha a violeta-escura,
coletados em janeiro de 2018 de quatro plantas matrizes localizadas no municipio de
I16polis, Rio Grande do Sul, Brasil (28°53' 25" S 52° 08' 46" W). Nessa regido o clima é Cfb
(clima temperado Umido com verdo temperado) segundo a classificacdo de Képpen e Geiger,
com temperatura média de 17,1 °C, e pluviosidade anual média de 1690 mm (Climate 2020).

Em laboratorio, as sementes foram extraidas dos frutos por lavagem em agua corrente
com auxilio de peneiras e em seguida dispostas sobre papel absorvente, onde permaneceram
em bancada de laboratorio sob temperatura ambiente por cinco dias. Posteriormente foi
determinado o teor de agua obtido pela diferenca percentual de umidade apos secagem em
estufa a 105 * 2 °C por 24 horas, utilizando-se trés repeticdes de 0,5 g (Brasil 2009), cujo
resultado indicou 6,85% de teor de agua para o lote. Em seguida, foram armazenadas em
vidro tipo snap cap e mantidas sob temperatura controlada de 5 + 2 °C por 30 dias até a

instalacdo do experimento.
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Testes de estratificacao

As sementes das quatro matrizes foram misturadas, constituindo um unico lote, pois
foram coletadas no mesmo periodo, de plantas matrizes proximas, em locais com condic¢des
ambientais semelhantes. Em seguida, foram submetidas a quatro tratamentos de
estratificacdo por 180 dias (Tab. 1) (T) -Testemunha - sementes mantidas em sacos de papel
e dentro de caixas de isopor, sob refrigeragdo (5 £ 2 °C) e umidade relativa do ar de
aproximadamente 15%; (T1) - Tratamento 1 - sementes misturadas em areia Umida com 60%
da capacidade de retencdo de 4gua (CRA), dispostas em sacos de algoddo e enterrados a 20
cm de profundidade em ambiente sombreado e bem drenado (pH 5,2, 52% de argila, 2% de
matéria organica, 5,2 mg dm= de fésforo e 111 mg dm™ de potassio); (T2) Tratamento 2 -
sementes em bandejas, entre duas camadas de areia, cada uma com 3 cm de altura (1,0 L
cada); (T3) Tratamento 3 - sementes dispostas em bandejas entre duas camadas de areia,
sendo a mais basal composta por 1000 mL e a superior de 500 mL e, sobre esta ultima, mais
uma camada de 500 mL de substrato comercial (composto por turfa de Sphagnum,
vermiculita expandida, calcario dolomitico, gesso agricola, fertilizante NPK e
micronutrientes) coberta por 20 g de palha de milho desfiada, totalizando 6 cm de altura;
(T4) Tratamento 4 - sementes dispostas entre duas telas de polietileno e duas camadas de
areia cada uma com 3 cm de altura (1,0 L cada), sendo adicionado 4,0 g L™ de adubo de
liberacdo controlada Basacote Plus 6M® (16-8-12), a camada superior.

Este adubo contém nitrogénio (8,6% na forma amoniacal e 7,4% na forma nitrico),
fosforo (5,6% de P20Os), potéssio (12% de K20), magnésio (2% de MgO total), enxofre (12%
de SOs total) e micronutrientes (0,02% de boro, 0,05% de cobre, 0,4% de ferro, 0,06% de
manganés, 0,015% de molibdénio e 0,02% de zinco).

Os tratamentos T2, T3 e T4 foram estabelecidos em casa de vegetacdo, em bandejas

de polietileno brancas (192 x 116 x 64 mm) com fundo perfurado, com 9 furos de 0,5 cm de
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didmetro em cada bandeja, para drenagem. No periodo da estratificacdo a irrigacdo foi
manual, mantendo o substrato sempre umido (aproximadamente 60% da CRA).

Para cada tratamento foram usadas 5000 sementes distribuidas em quatro repeticdes
(4 x 1250). Antes da instalagdo dos testes, as sementes foram desinfestadas com alcool 70%
por um minuto, seguido de lavagem em agua ultra purificada autoclavada. Apds foram
imersas por 20 minutos em hipoclorito de sodio (1,5%) contendo cinco gotas de Tween™20
e entdo submetidas a triplice lavagem com agua ultra purificada autoclavada e secagem sob
papel absorvente para retirada do excesso de dgua. Somente para o tratamento T1 nao foi
realizado este procedimento.

Valores referentes as temperaturas minimas, médias e méaximas, durante o periodo
de conducdo do experimento de estratificacdo, foram obtidos da Estacdo Meteoroldgica da

Universidade do Vale do Taquari (Univates) para a cidade de Lajeado (Tab. 2).

Caracterizacao estrutural do pirénio e das sementes durante a estratificacao

Para a analise estrutural, foram retirados 10 pirénios da testemunha (T) e de cada um
dos tratamentos de estratificacdo (T1, T2, T3 e T4) nos periodos de zero, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias de estratificacdo. Os pirénios foram fixados em formaldeido, acido acético e
alcool (FAA50) (Johansen 1940) e, apds 24 horas, foram transferidos para 0 armazenamento
em alcool 70%. Para otimizar o processo de infiltracdo, conservando a estrutura do embriao,
foi retirado o endocarpo dos pirénios e, posteriormente as sementes foram seccionadas
longitudinalmente com o auxilio de lamina de ago, sendo entdo desidratadas em serie etilica
crescente, infiltradas e incluidas em historesina (Leica Historesin Embedding Kit) (Feder &
O’Brien 1968 com modificagao).

Foram realizadas seccdes seriadas longitudinais no pirénio e na semente com o
auxilio de micrétomo rotativo (modelo RM 2245 Leica Microsystems Inc.®) com 5,0 um

de espessura. As sec¢des foram submetidas a coloracdo com azul de toluidina a 0,05% (Feder
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& O’Brien 1968) e montadas em meio permanente com Entellan®. As imagens foram
capturadas com auxilio de camera digital DP041 acoplada ao fotomicroscépio Olympus
BX70 utilizando o programa DP Controller.
Para analise em Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), dois pirénios de cada
tratamento e periodo de tempo (zero, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de estratificacdo) foram
seccionados longitudinalmente, fixados em glutaraldeido a 2,5%, lavados em tampdo fosfato
(0,1 mol Lt e pH 7,3), desidratados em série etandlica e metalizados em ouro. As imagens
foram capturadas com o auxilio de um microscopio eletrénico de varredura Zeiss EVO®
LS-10 e software SmartSEM® V05.06.
A terminologia utilizada para descrigdo dos estagios embrionarios foi baseada nos
trabalhos de Heuser et al. (1993) e Heuser (1999), que sdo: cotiledonar, cordiforme,
cordiforme tardio, torpedo e maduro. As medidas das sementes e embrides foram realizadas

no programa Image Pro-Plus.

Germinagéao das sementes durante a estratificagio

Durante a estratificacdo, as sementes foram monitoradas semanalmente para
verificacdo da germinacdo, sendo consideradas germinadas aquelas dotadas de, no minimo,
2 mm de protrusao radicular (Brasil 2009). O calculo de porcentagem de germinacédo foi
realizado com base na porcentagem de sementes viaveis do lote, ou seja, foi descartada a

porcentagem de sementes mortas, vazias e predadas, assim que iniciou o experimento.

Teste de germinacao apos a estratificacao

Esse teste consistiu na amostragem de 100 sementes de cada repeticdo para 0s
diferentes tratamentos, retiradas da estratificacdo aos 150 e aos 180 dias, que consistiram
nos Teste 1 e 2, respectivamente. As sementes foram lavadas trés vezes consecutivas em

agua ultra purificada autoclavada, e dispostas sob papel toalha. Apos, as sementes foram
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colocadas em caixas plasticas do tipo gerbox contendo 250 g de areia peneirada e
autoclavada umedecida com agua ultra purificada autoclavada a 60% da CRA.

As sementes foram enterradas na areiaa 1 cm de profundidade. Posteriormente foram
acondicionados em germinadores do tipo Mangelsdorf, sem regulagem de fotoperiodo e
temperatura de 25 = 1 °C e umidade relativa superior a 90%. A porcentagem de germinagéo
foi calculada com base na porcentagem de sementes vidveis presentes no lote, assim que
iniciou 0 experimento. Para as sementes que ndo germinaram apos 180 dias foi realizado o
teste de tetrazolio. A avaliagdo da germinacdo foi realizada semanalmente, durante 180 dias

por meio da contagem das sementes emergidas (Brasil 2009).

Teste de tetrazdlio

As sementes foram peneiradas e lavadas com agua ultra purificada autoclavada para
retirada do excesso de areia, em seguida foi realizado corte longitudinal com auxilio de pinga
e bisturi. As sementes foram analisadas com auxilio de microscopio estereoscopico Leica
EZ4 HD, com aumento de 20 a 30 vezes. Inicialmente foram contabilizadas as sementes ndo
integras, compostas por sementes vazias - sem a presenca de embrido e endosperma ou com
resquicios iniciais de tegumento; e deterioradas - com endosperma e embrido necrosados ou
com tecido gelatinoso. As sementes que apresentaram endosperma firme e sem nenhum dano
ou alteracdo de cor foram submetidas a solucao de 0,1% de tetrazélio por 24 horas a 35 °C
(Catapan 1998). Em seguida, foi realizada triplice lavagem das sementes com agua ultra
purificada, e posteriormente sucedeu-se a avaliacdo visual para determinar a viabilidade. As
sementes que apresentaram endosperma firme e colorido, com embrido visivel e colorido,
sem danos e com consisténcia firme foram consideradas viaveis. Todas as sementes que nao

apresentaram estas caracteristicas foram classificadas como néo viaveis (Brasil 2009).

Andlise estatistica
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O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema bifatorial (tratamentos de
estratificacdo x tempo de estratificagéo). Os dados de porcentagem de germinacédo durante a
estratificacdo, porcentagem de germinacéo a 25 °C, porcentagem de sementes ndo integras,
viaveis e ndo viaveis foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparacdo de
médias pelo teste LSD-Fisher ao nivel de 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do
software Costat 6.4 e SigmaPlot 11.0. Os dados de porcentagem de germinacdo na
estratificacdo, porcentagem de germinacdo a 25 °C e porcentagem de ndo vidveis nédo
atenderam os pressupostos da ANOVA sendo transformados para Vx, porém os resultados

séo apresentados em seus valores absolutos.

Resultados

Caracterizacao estrutural do pirénio e das sementes durante a estratificacao

Os pirénios apresentaram tamanhos entre 1,85 mm e 3,54 mm de comprimento, com
endocarpo lenhoso, seguido do tegumento, endosperma e embrido na regido micropilar (Fig.
1A). O envoltdrio das sementes apresenta endocarpo lenhoso e pluriestratificado, constituido
por fileiras de células fibrosas dispostas no maior eixo da semente e células
esclerenquimaticas (Fig. 1A-F). Abaixo do endocarpo nota-se a presenca de células
parenquimaticas e lignificadas que compdem o tegumento da semente (Fig. 1E, 1), sequido
do endosperma (Fig. 11). Para as sementes dos tratamentos de estratificacdo (T1, T2, T3 e
T4) foram observadas hifas de fungos no endocarpo, principalmente a partir de 30 dias de
estratificacdo, aumentando visivelmente ao longo dos periodos amostrados (Fig. 1G-H).

Desenvolvimento embrionario - em muitas sementes nédo foi possivel determinar o
desenvolvimento embrionario pela auséncia do embrido. No tratamento testemunha, apenas
21% das sementes apresentaram embrido visivel, enquanto nos demais tratamentos 0s

percentuais foram maiores: 48% em T1, 31% em T2 e 38% para os tratamentos T3 e T4.
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Naquelas com embrido, todos estavam na fase de embriogénese tardia, porém com variagoes
guanto ao estagio de desenvolvimento embrionario, tanto nas sementes sem estratificar com
naguelas estratificadas (Tab. 3).

Para a testemunha e os tratamentos T1 e T3 foram observados essencialmente
embriBes cordiformes (0,30 a 0,42 mm de comprimento) (Tab. 3). Ja nos tratamentos T2 e
T4 predominaram embrides nos estagios cordiformes e cordiformes tardios (0,36 a 0,56 mm
de comprimento), porém no T4 foram visualizados embrides em estagio de torpedo (0,63 a
0,90 mm) e maduro (0,94 a 2,04 mm) (Tab. 3), considerados aptos para germinar. Vale
ressaltar que em todos os periodos de estratificacdo notou-se a predominancia de embribes
nos estagios cordiforme ou cordiforme tardio.

No estagio embrionério cotiledonar (Fig. 2A-B), observado na testemunha, T1 e T2,
0s embrides apresentaram inicio da diferenciacdo dos primordios cotiledonares (Pco) e 0s
tecidos meristematicos formados pela protoderme e meristema fundamental, sem nitida
visualizacdo do procambio (Fig. 2A). Nessa fase, as células da cavidade digestora (Cd)
envolvem todo o embrido (Fig. 2A), estando mais degradadas préximo aos primordios
cotiledonares. As células do endosperma possuem numerosos corpusculos com contetido
lipoproteico (Fig. 2B).

Nos embrides em estagio cordiforme (Fig. 2C-I) observados na testemunha e em
todos os tratamentos de estratificacdo, os primordios cotiledonares ja estdo mais
diferenciados em relacéo ao estagio cotiledonar (Fig. 2C-D, F). Nesse estagio, observou-se
a regido do pro-meristema (centro quiescente) e os tecidos meristematicos (protoderme,
meristema fundamental e procambio) (Fig. 2C-G), sendo que as células do procambio sao
longas e estreitas (Fig. 2G) e estendem-se até a por¢édo central do embrido (Fig. 2D-F). Nessa
fase, também se observou a presenca do suspensor (Fig. 2E-F) ainda ligado ao embrido e a

cavidade digestora envolvendo todo o embrido e com algumas células degradadas (asterisco)
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(Fig. 2H). As células do endosperma, localizadas proximas ao embrido, possuem
corpusculos lipoproteicos (Fig. 21).

O estagio cordiforme tardio (Fig. 3A-I), também encontrado na testemunha e em
todos os tratamentos, foi caracterizado pelo tamanho (0,42 a 0,56 mm), quantidade de células
e do volume celular (Fig. 3A-C) em relagdo ao cordiforme. Nessa fase, observou-se maior
delimitacdo dos tecidos meristeméaticos com protoderme (Fig. 3A-C) recobrindo o embrido,
meristema fundamental na porcao cortical, apresentando células com granulos proteicos e o
procambio localizado na regido mediana, com células longas e estreitas que se estendem até
os cotilédones (Fig. 3B-C, E, G). Na regido dos cotilédones notam-se células meristematicas
em divisdo, sem diferenciacdo do meristema apical caulinar (Fig. 3B). O suspensor foi
observado em alguns embrides (Fig. 3B-D). Na porcéo subapical radicular evidenciou-se a
regido do pro-meristema (Pm) e inicio de diferenciacdo da coifa (Fig. 3E-F). As células da
cavidade digestora envolvem o embrido, sendo observadas células em degradacdo e
degradadas (Fig. 3A-E, H). No endosperma, notou-se a presenca de muitos corpusculos
lipoproteicos no interior das células (Fig. 3H-1).

Os embriBes no estagio de torpedo possuem entre 0,64 e 0,94 mm de comprimento,
sendo mais alongados que o cordiforme tardio e apresentam o eixo embrionério e cotilédones
bem desenvolvidos. O procambio esta com diferenciacdo mais pronunciada dos tecidos
meristematicos, a coifa esta evidente sem a presenca do suspensor, também ha degradacédo
de células na cavidade digestora e no endosperma tem a presenca de corpusculos
lipoproteicos (Fig. 4A-C).

Nos embrides maduros (Fig. 4D-1) (2,02 a 2,04mm) o eixo embrionario (hipocotilo-
radicula) apresenta-se definido (Fig. 4A) com zonas meristematicas e coifa evidentes e bem
delimitadas (Fig. 4E), sendo mais alongados que o torpedo e com células maiores e mais
vacuolizadas que os estagios anteriores (Fig. 4E-H). Na regido do procambio é possivel

visualizar a diferenciacdo dos elementos condutores (Fig. 4F). A cavidade digestora
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apresenta muitas células degradadas (Fig. 4H) e no endosperma os corpusculos lipoproteicos
estdo em menor quantidade quando comparados aos estagios embrionarios anteriores, com

alguns aglutinados (Fig. 4H-1).

Germinagéao das sementes durante a estratificagio

Né&o houve diferenca estatistica para a porcentagem de germinacao entre 0s tempos
de estratificacdo, somente entre os tratamentos de estratificacdo (Tab. 4). A germinacéo
iniciou aos 120 dias de estratificacdo, ndo sendo verificada a presenga de sementes
germinadas antes desse periodo para nenhum dos tratamentos. O tratamento T4 (15,4%)
diferiu dos demais cuja porcentagem de germinacdo variou de 0 e 0,13%, com média de

3,1% (Tab. 5).

Teste de germinacdo apo6s a estratificacao

Na Tabela 3 observa-se que ndo houve interacdo entre o tratamento e o tempo de
estratificacdo para a germinacdo a 25 °C. Somente houve diferenga significativa para o
tratamento de estratificacdo. A analise estatistica mostrou que o tratamento T4 se destacou
nos dois testes de germinacgédo (Teste 1 e Teste 2), apresentando os maiores valores quando
comparado aos demais tratamentos (Tab. 6). Para a testemunha e tratamento T1 ndo foi
contabilizada nenhuma semente germinada para os dois periodos de estratificacdo, ja para o
tratamento T3 somente apds seis meses de estratificacdo (Teste 2) foi verificado 1,3% de
germinacao. Para o tratamento T2 foi verificada germinacdo nos dois periodos (150 e 180
dias de estratificacdo), porém em ambos a porcentagem de germinacdo foi inferior a 1%. O

tratamento T4 apresentou germinacdo média de 17,7%.

Teste de tetrazolio
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Para as trés varidveis analisadas no teste de tetrazolio houve interagdo entre o
tratamento e o tempo de estratificagdo (Tab. 4). As sementes apresentaram viabilidade inicial
de 38%. Na Tabela 6 é possivel verificar que a quantidade de sementes ndo integras ao final
do Teste 1 foi maior para o tratamento T4 (100%). J& a testemunha apresentou o menor valor
(69,25%) e ao final do Teste 2, o tratamento T1 apresentou a menor porcentagem (89,5%) e
novamente o T4 apresentou o maior valor (99%). Com relagéo ao tempo de estratificacdo
(150 e 180 dias), nenhum dos tratamentos diferiu estatisticamente, exceto pela testemunha
que no Teste 2 apresentou maior porcentagem de sementes ndo integras.

Para a variavel porcentagem de sementes viaveis, no Teste 1 a testemunha apresentou
maior porcentagem (22%), ja os tratamentos T4 e T3 apresentaram 0os menores valores (0 e
3,25% respectivamente). No teste 2, novamente o tratamento T4 apresentou o menor valor
(0,75%), mas ndo diferiu estatisticamente do tratamento T2 (3,5%) e este ultimo ndo diferiu
dos demais. A porcentagem meédia de sementes viaveis ao final do periodo experimental foi
de 8,9% para o Teste 1 e 5,1% para o Teste 2 (Tab. 7). Ja entre os tempos de estratificacdo
(150 e 180 dias), a testemunha e o tratamento T2 diferiram estatisticamente com maior
porcentagem de sementes viaveis no Teste 1 (Tab. 7).

Com relacdo a porcentagem de sementes ndo viaveis, apés a realizacdo do teste de
tetrazolio, no Teste 1 a testemunha apresentou a maior porcentagem (8,75%) e os demais
tratamentos ndo diferiram estatisticamente. Ja no Teste 2, o tratamento T1 apresentou maior
valor para esta variavel. Ja entre os dois periodos de estratificacdo (150 e 180 dias), a
testemunha e os tratamentos T1 e T3 diferiram estatisticamente. A testemunha apresentou
maior porcentagem de sementes ndo viaveis no Teste 1, ja os tratamentos T1 e T3

apresentaram maiores valores no Teste 2.

Discussao
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O tratamento T4 apresentou valores superiores de germinacao tanto na estratificagao
como nos testes de germinacéo (Teste 1 e Teste 2). Esses resultados indicam que o adubo de
liberacdo controlada influenciou positivamente na superacdo da dorméncia de sementes de
I. paraguariensis por meio da inducdo do desenvolvimento embrionéario e, dessa forma,
superando a dorméncia morfoldgica, ja que somente neste tratamento verificou-se embrides
em estagio maduro apos 150 dias de estratificacao.

O adubo utilizado, somente no tratamento T4 possui a vantagem de disponibilizar
nutrientes de forma progressiva ao longo de cinco a seis meses. Dessa forma, os nutrientes,
principalmente o nitrato, vao sendo disponibilizados ao longo de todo o periodo de
estratificacdo, o que possivelmente auxiliou no processo de desenvolvimento embrionario,
ja que o mesmo possui 8,6% de nitrogénio na forma amoniacal e 7,4% na forma nitrica.

A acdo do nitrato sobre a superacdo da dorméncia de sementes é devida,
provavelmente, ao fato de afetar o metabolismo do &cido abscisico (ABA) (Alboresi et al.
2005; Yan & Chen 2020). Esse processo ocorre quando o nitrato é convertido em nitrito pela
enzima nitrato redutase e, por meio de outras enzimas pode ser transformado em dxido
nitrico (ON), aminoé&cidos e outros compostos nitrogenados (Bewley et al. 2013). O ON ¢
considerado um importante sinalizador no processo germinativo por meio da transcri¢éo de
enzimas chaves, fundamentais para a sintese de giberelinas (GA), aumentando os niveis de
GAs que, consequentemente, atuam na reducdo dos niveis de ABA (Bethke et al. 2007).
Giberelina é um elemento chave na reducao da dorméncia e indugdo da germinacéo, ja que
na maioria das espécies a germinacdo € regulada por estes dois hormdnios antagonistas,
ABA e GA (Yan et al. 2014; Duermeyer et al. 2018).

O nitrato é considerado capaz de estimular a germinagdo mesmo estando presente em
baixas concentracdes, como verificado em Arabidopsis, em que 0,1 mM foram suficientes
para superacdo de dorméncia (Alboresi et al. 2005). No entanto, a concentracdo requerida

pode variar entre as espécies, podendo algumas requererem concentracdes maiores que
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outras. Este nutriente é encontrado com facilidade na maioria dos solos e, juntamente com a
luz e temperaturas alternadas sao sinalizadores de profundidade em banco de sementes, pois
guanto mais proximas as sementes da superficie do solo, maior a disponibilidade de luz,
nitrato, etileno e temperaturas alternadas (Yan & Chen 2020).

A estratificacdo de sementes dormentes é indicada para a superacdo da dorméncia
morfofisioldgica, pois o contato da semente com um substrato imido reduz a influéncia dos
inibidores de germinacgéo devido a sua lixiviagcdo (Bewley et al. 2013), sendo 0 que ocorre
por exemplo no banco de sementes do solo (Baskin & Baskin 2014). Assim, supfe-se que
ao longo do processo de estratificagdo das sementes de erva-mate ocorra a lixiviagdo dos
inibidores da germinacdo (Mireski et al. 2019), fazendo com que a semente esteja apta a
germinar. No presente estudo, embora verificada ocorréncia de germinagéo no tratamento
T2 e nos testes de germinacédo (Teste 1 e Teste 2) para o tratamento T2 e T3, a porcentagem
foi baixa.

De acordo com os dados das analises estruturais aqui realizadas, essa baixa
germinag&o pode ser ocasionada pela auséncia de embriGes em estagios mais avangados de
desenvolvimento, como torpedo e maduro. Dessa forma, mesmo a estratificagao auxiliando
na remogao de inibidores, sem o desenvolvimento do embrido até o estdgio maduro ndo
ocorre 0 processo de germinacdo. Este fato pode ter contribuido para aumentar a
porcentagem de sementes deterioradas e ndo viaveis observado no teste de tetrazolio (Tab.
7).

Para muitas espécies, a exposicdo das sementes a temperaturas elevadas seguidas de
baixas, simulando temperaturas de verdo e inverno, auxiliam na superacdo da dorméncia,
porém cada espécie tem requerimentos de condicBes especificas (Baskin & Baskin 2014).
As sementes de erva-mate sdo dispersas durante o verdo-outono e germinam, de forma
natural, somente na primavera-verdo seguinte (Galindez et al. 2018), quando as condicdes

ambientais estiverem adequadas (Bewley et al. 2013; Finch-Savage & Footitt 2017). Assim,
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nessa espécie 0s embrides imaturos possuem parte do outono e todo periodo de inverno para
se desenvolver até o estagio maduro para germinar durante a primavera. Para espécies que
dispersam sementes no outono e apresentam dorméncia profunda, a sinalizacdo e
sensibilidade a ABA ¢é mais importante que a quantidade de ABA (Finch-Savage & Footitt
2017).

Neste trabalho, o periodo de estratificacdo foi de marco a setembro, desse modo, as
sementes foram expostas tanto a temperaturas baixas quanto altas, com o encerramento do
tratamento de estratificacdo no inicio da primavera. Para espécies de clima temperado ou
subtropical, como é o caso da erva-mate, a dorméncia é superada lentamente durante o
periodo de inverno, de modo a evitar a germinacao durante periodos curtos de temperaturas
um pouco mais elevadas, so estando aptas a germinar na primavera (Bewley et al. 2013).
Isto foi verificado neste trabalho, ja que embrides em estagios maduros s6 foram verificados
apos 150 dias (cinco meses) de estratificacao.

A exposicdo das sementes a baixas temperaturas pode auxiliar na reducdo do
conteudo enddgeno de ABA, e com isso promover o0 aumento dos niveis de giberelina e
citocinina, que interagem de maneira sequencial para superar a dorméncia (Bewley et al.
2013). Este fato contribui para superar a dorméncia fisioldgica, ja a morfoldgica é superada
durante os ciclos de temperaturas mais elevadas, o que favorece o desenvolvimento
embrionério (Geneve 2003).

Uma caracteristica comum dos sinais ambientais relacionados com a profundidade
da dorméncia e sua superacdo € o efeito transcricional sobre a familia de genes
CYTOCHROME P450 707A (CYP707A) cujos membros catabolizam o ABA, sendo que o
aumento na transcricao desses genes € promovido pelo 6xido nitrico (Penfield 2017; Yan &
Chen 2020). A queda correspondente nos niveis de ABA permite a sintese de GA e 0s
eventos seguintes levam a germinacao. Assim como as respostas a outros sinais ambientais,

0 nitrato interage no metabolismo hormonal das sementes (Penfield 2017). Além disso, para
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a espécie Sisymbrium officinale o nitrato promoveu a expansao celular do embrido e induziu
a ruptura da testa, o que acelera a absorcéao de 4gua (Toorop 2015). Para as sementes de erva-
mate, notou-se no tratamento T4 embriGes maiores, com células apresentando maior
expansao celular e tecidos em diferenciacéo, o que em consequéncia culmina na germinacao,
aliado a maior mobilizacdo de reservas, principalmente proteinas. Além disso, 0 aumento
nos niveis de GAs induz a sintese de enzimas hidroliticas, as quais contribuem na ruptura do
tegumento e endosperma por meio da mobilizacéo de reservas que auxiliam no crescimento
do embrido e na protruséo radicular.

As sementes de erva-mate entram em dorméncia ainda quando a semente esté ligada
a planta mae, e o embrido esta no estagio cordiforme, considerado imaturo (Heuser 1999).
Em sementes recém-coletadas de erva-mate, foi observado que a maioria apresenta embrido
no estagio cordiforme (70,24 %), seguido de cordiforme tardio (23,6 %) e menor percentual
em torpedo (2,6 %) e maduro (0,96 %) (Niklas 1987). Para outras espécies do género llex,
também foi observada baixa porcentagem de embrides maduros (<10%) (Tsang & Corlett
2005), sendo esta uma caracteristica de espécies da familia Aquifoliaceae (Baskin & Baskin
2014).

Em muitos casos, o endosperma da semente madura também esta envolvido no
controle da germinacdo, servindo principalmente como barreira no desenvolvimento
radicular. Quando ocorre o estimulo a germinacdo, varias enzimas sao ativadas, ocorre 0
enfraquecimento do endosperma micropilar fazendo com que a radicula consiga se expandir
para tecidos adjacentes (Linkies et al. 2010). Nas sementes aqui estudadas, foi verificada
diminuicdo na largura das células do endosperma micropilar a partir do estagio de torpedo,
com aumento também da cavidade digestora.

A protrusdo da raiz primaria sé ocorre ap0s 0 embrido atingir o comprimento pré-
determinado para a espécie e o0 endosperma micropilar ter sido suficientemente degradado

(Bewley et al. 2013), caracteristicas essas observadas nos embrides classificados neste
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trabalho como maduros, com eixo hipocétilo-radicula definido, cavidade digestora com
células degradadas e poucos corpusculos proteicos nas células do endosperma. Estas
variacOes foram observadas nos embriGes em estdgio de torpedo e maduro apos 150 dias de
estratificacdo para o tratamento T4. Para sementes que apresentaram embrido no estagio
maduro observou-se que as proteinas do endosperma estdo em menor quantidade e mais
aglutinadas, pelo fato de que foram mobilizadas para serem utilizadas no desenvolvimento
do embrido.

A presencga de tegumento estreito e endocarpo lenhoso como observado nas imagens
de microscopia eletrénica e de fotomicroscopia é tratada como caracteristica comum em
frutos drupoides, em que a fungdo de protecdo da semente é realizada pelo endocarpo (Souto
& Oliveira 2005). Neste trabalho, foi possivel observar a presenca de vérias camadas de
células lignificadas no endocarpo dos pirénios, sendo esta caracteristica destacada por alguns
autores como a responsavel por dificultar a entrada de 4gua nas sementes de erva-mate
(Grigoletti-Junior et al. 1999), dificultar a expansdo dos tecidos e, consequentemente, 0
crescimento do embrido (Dolce et al. 2010).

A acdo de fungos saprofitos, sob condi¢Bes naturais atua na decomposicdo do
endocarpo dos pirénios da erva-mate favorecendo a germinacdo (Grigoletti-Junior et al.
1999). Para os pirénios avaliados neste trabalho foi verificada a presenca de fungos no
endocarpo em todos os tratamentos de estratificacdo, porém ndo foi observada germinacao
em todos eles. A agdo de fungos atuando na desestruturacdo das paredes celulares do
endocarpo, pode favorecer a hidratacdo das sementes e facilitar a entrada de elementos
quimicos, como 0s nutrientes presentes no tratamento T4. Porém, somente a presenca de
hifas de fungos ndo influenciou diretamente o desenvolvimento embrionario e
consequentemente ndo favoreceu a germinagéo.

A presenca dos fungos pode levar ao apodrecimento e morte da semente (Souza et

al. 2019), fato este evidenciado ao final do periodo experimental para os dois testes de
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germinacdo (Teste 1 e 2), j& que a porcentagem de sementes ndo integras (vazias +
deterioradas) aumentou consideravelmente. Antes de iniciar a estratificacdo o lote
apresentou 50% de sementes ndo integras, das quais somente 2% eram vazias. Dessa forma,
0 aumento ao longo do periodo de estratificagdo foi de sementes deterioradas, visto que
durante o teste de tetrazolio em todos os tratamentos foi verificada a presenca de sementes
com endosperma gelatinoso, sem consisténcia firme, com alteragdes na coloracdo, muitas
vezes amarelada ou escurecida. Também foi verificado aumento no nimero de embriGes
necrosados, com coloragdo enegrecida.

Como jé ressaltado anteriormente, a estratificacdo auxilia na remogéo de inibidores
da germinacdo, porém para o desenvolvimento dos embriGes é necessario determinado
periodo. Frente ao aumento da quantidade de sementes deterioradas, provavelmente a
superacao fisioldgica, por meio da remocédo de substancias que inibem a germinacgéo, pode
ter ocorrido antes da superacdo morfoldgica (embrides maduros), o que pode ter contribuido
para a degradacdo e morte das sementes.

Periodos longos de dorméncia contribuem para a reducdo da qualidade das sementes
(Yan & Chen 2020). O fato do tratamento T4 ter apresentado maior porcentagem de
sementes ndo integras ao final do periodo experimental provavelmente se deve ao fato de
que a maioria das sementes que estavam aptas a germinar (38% de viabilidade inicial pelo
tetrazo6lio) germinaram durante o experimento (germinacao na estratificacdo, Teste 1 e 2) e
outras morreram, aumentando a porcentagem de sementes ndo integras.

O uso de KNOs é amplamente recomendado pelas Regras para Anélise de Sementes
(RAS) para ser utilizado na superacdo da dorméncia de uma ampla gama de espécies (Brasil
2009). Embora estudos realizados utilizando KNO3 na superagdo da dorméncia de sementes
de I. paraguariensis durante a estratificacdo, com a associacdo de alternancia de temperatura
e luz obtiveram baixa taxa de germinacao (4,2%) (Cuquel et al. 1994). No presente trabalho

a utilizacdo de adubo de liberacdo controlada favoreceu o fornecimento de nutrientes ao



115
longo do periodo experimental, principalmente nitrato, o que contribuiu positivamente para
o desenvolvimento dos embriGes e culminou na germinacdo. Porém, ndo se descarta a
possibilidade de outros nutrientes presentes no adubo estarem envolvidos no processo de
superacao de dorméncia e germinacao, j& que as investigacOes cientificas neste quesito sao
escassas.

Os dados aqui obtidos demostraram maior ocorréncia de embrides em estagio
cordiforme tardio nos tratamentos T2 e T4, confirmando o efeito positivo da estratificagcdo
em areia. No tratamento T4 se confirmou a acdo efetiva do adubo de liberagéo controlada no
desenvolvimento embrionéario em sementes de llex paraguariensis, através da observacéo
de embrides em estagio de torpedo e maduros, fato também corroborado pela porcentagem
de germinacéo.

Frente aos resultados obtidos no presente estudo é possivel aliar substancias quimicas
a estratificacdo, porém mais estudos sdo necessarios, principalmente com relacdo ao
beneficiamento de sementes, para aumentar a viabilidade do lote e posteriormente testar
outras concentracdes de fertilizante para verificar qual a dose favorece o maior
desenvolvimento embrionario em um menor periodo de tempo. E importante também
investigar o efeito dos nutrientes de forma isolada para saber qual a contribuicdo de cada um

neste processo.

Conclusao

Para as condicGes deste trabalho conclui-se que existe heterogeneidade no
desenvolvimento embrionario em sementes nas mesmas condi¢cdes de maturagdo. Além
disso a reducgdo do tempo para o desenvolvimento do embrido e a consequente germinacéao,
parece depender de condi¢c@es ambientais especificas, incluindo uma fonte de nutrientes ao

longo do periodo.
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Tabela 1. Descri¢do dos tratamentos de estratificacdo de sementes de llex paraguariensis

A. St.-Hil..
Desinfestacao Substrato
Tratamento Siglas Sementes em Local ¢ autoclavad
sementes 0
Testemunha T saco de papel cafrpigra sim Sim
Tratamento 1 T1 areia SNaCO enterrado nao Né&o
algodéo
Tratamento 2 T2 Areia casa d? sim Sim
vegetacao
areia + Terra casa de
Tratamento 3 T3 Nobre® + palha < sim Sim
) vegetacao
de milho
areia + Basacote casa de . .
Tratamento 4 T4 Plus 6M® vegetacio sim Sim

Tabela 2. Temperatura maxima (T méax), minima (T min) e média (T média) em °C e

umidade relativa (UR) média (%) registrada na estagdo meteorologica da Univates em

Lajeado — RS, entre marco e setembro de 2018.

T maxima (°C) T minima (°C) T média (°C) UR média (%)
Marco 37,2 13,1 23,4 77
Abril 35,3 16,3 23,5 80
Maio 29,7 58 18,5 83
Junho 30,5 2,1 14,1 83
Julho 29,7 53 14,8 86
Agosto 30,3 4,2 14,9 79
Setembro 34,6 9,8 19,8 82
Média 32,5 8,1 18,4 81,4
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Tabela 3. Estagios embrionarios das sementes de llex paraguariensis A.St.-Hil. submetidas

a diferentes tratamentos de estratificacdo e da testemunha ao longo de 180 dias.

Periodo Cotiledonar
(dias)

Cordiforme

Cordiforme
tardio

Testemunha (T)

0 -
30 -
60 +
90 -
120 -
150 -
180 -

+

+

+ + +

+

Tratamento 1 (T1)

30 -
60 +
90 -
120 -
150 -
180 -

+

+ + +

+

Tratamento 2 (T2

30 -
60 -
90 -
120 -
150 +
180 -

+
+

+
+

Tratamento 3 (T3)

30 -
60 -
90 -
120 -
150 -
180 -

+
+
+
+
+

+

Tratamento 4 (T4)

30 -
60 -
90 -
120 -
150 -
180 -

+

+ + + + +

+ + + 4+ + o

-ausente; + presente.
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Tabela 4. Porcentagem de germinagéo durante a estratificagéo, porcentagem de germinagao

a 25 °C, porcentagem de sementes de llex paraguariensis ndo integras, viaveis e nao viaveis

aos 180 dias de germinagéo.

Tratamento de Tempo de

Varlaveli analisadas estratificacdo estratificacao Interagao
(%) Valor p Valor p Valor p

Germinacao durante a <0,0001* 0,0825"™ 0,0825™
estratificacao

Germinagéo no a 25°C <0,0001* 0,2682" 0,6604"™
Né&o integras <0,0001* 0,0101* <0,0001*
Viaveis <0,0001* 0,0034* 0,0004*
N&o viaveis <0,0001* 0,1250™ <0,0001*

Germinacdo durante a estratificacdo = germinacgdo durante seis meses de estratificagédo na

estufa.

Germinagdo a 25 °C = germinag&o durante seis meses a 25 °C no laboratério em germinador

tipo Mangelsdorf.

Ns = n&o significativo; *5% de significancia pelo teste de LSD Fisher.

Tabela 5. Porcentagem média de germinagdo de sementes de llex paraguariensis A. St.-Hil.

durante a estratificacdo, nos diferentes tratamentos aos 120, 150 e 180 dias de estratificagéo.

Tratamento de Tempo de estratificacdo

estratificacao 120 dias 150 dias 180 dias Total
Testemunha 0 0 0b
Tratamento 1 (T1) 0 0 Ob
Tratamento 2 (T2) 0 0 0,13 0,13 b
Tratamento 3 (T3) 0 0 0b
Tratamento 4 (T4) 6,2 3,2 6,0 154 a
% Média de germinacgdo 1,2™ 0,6™ 12" 3,1

ns = ndo significativo, médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo

teste de LSD Fisher a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 6. Porcentagem de germinacdo de sementes de llex paraguariensis A. St.-Hil. no
Teste 1 (150 dias de estratificacdo + 180 dias de germinacdo) e Teste 2 (180 dias de

estratificacdo + 180 dias de germinacao) nos diferentes tratamentos de estratificacéo.

Tratamento de

e % Germinacdo Teste 1 % Germinagao Teste 2

estratificacdo

Testemunha Ob Ob
Tratamento 1 (T1) 0b 0b
Tratamento 2 (T2) 0,12 b 0,7b
Tratamento 3 (T3) 0b 1,3b
Tratamento 4 (T4) 152a 20,1a

Média 3,1 4,4

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de LSD Fisher a
5% de probabilidade de erro.
Germinacdo Teste 1 = aos 150 dias de estratificacdo das sementes + 180 dias de germinacao.

Germinacao Teste 2 = aos 180 dias de estratificacdo das sementes + 180 dias de germinacéo.

Tabela 7. Porcentagem de sementes ndo integras, vidveis e ndo vidveis de llex
paraguariensis A. St.Hil. para o Teste 1 (150 dias de estratificacdo + 180 dias de
germinacdo) e Teste 2 (180 dias de estratificagdo + 180 dias de germinagdo) com diferentes

métodos de estratificacéo.

Tratamento % Nao integras % Viaveis % Nao Viaveis

estratificacao Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste2  Testel Teste 2
T 69,25dB  9050bA 2200aA 7,75aB 8,75aA 1,75bB
Tl 90,50bc A 8950cA 9,00bA 625aA 050bB 425aA
T2 89,75cA 96,25abA 10,25b A 3’58 ab 0,00bA 0,25cA
T3 96,75ab A 91,25bcA 325cA 725aA 000bB 150bA
T4 100,00aA 99,00aA 0,00cA O0,75bA 000bA 025cA
Média 89,3 93,3 8,9 51 1,9 1,6

Médias seguidas por letras minusculas distintas na coluna e maidsculas distintas na linha

diferem entre si pelo teste de LSD Fisher, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Figura 1. Eletromicroscopias (A-C, D, G-H) e fotomicrografias (E-F, 1) de secgOes
longitudinais de sementes de llex paraguariensis A. St.-Hil. durante a estratificagcdo. A.
Visdo geral da semente (C - 150 dias). B-C. Endocarpo, visdo geral e detalhe,
respectivamente (C - 0 dia). D. Viséo geral do endocarpo e tegumento (T4 - 120 dias). E.
Viséo geral do endocarpo (C - 0 dia). F. Detalhe do endocarpo (T3 - 180 dias). G-H. Detalhe
do endocarpo com hifas de fungos. G. T3 - 60 dias. H. T4 - 180 dias. I. Detalhe do tegumento
(T4 - 30 dias). (Cd = cavidade digestora, Cu = cuticula, Em = embrido, Em = endosperma,

End = endocarpo, H = hifas de fungo, T = tegumento).



Figura 2. Fotomicrografias de sec¢Ges longitudinais de sementes de llex paraguariensis A.
St.-Hil. durante a estratificacdo, ilustrando embrides nos estagios cotiledonares. A. visdo
geral do embrido em estagio cotiledonar (T2- 150 dias). B. detalhe das células do
endosperma (T2- 150 dias). C. visdo geral do embrido em estagio cordiforme (T3- 120 dias).
D-E. visdo geral e detalhe de embrido, respectivamente, com destaque para o suspensor (T4
- 150 dias). F. visdo geral do embrido com suspensor (T1- 90 dias). G. detalhe das células
meristematicas do procambio e meristema fundamental (T1- 90 dias). H. detalhe da cavidade
digestora e células da protoderme (T3- 120 dias). I. detalhe das células do endosperma (T3-

120 dias). (Cd = cavidade digestora, Co = cotilédone, Em = embrido, En = endosperma, Mf

= meristema fundamental, Pc = procambio, Pco = primordio cotiledonar, Pd = protoderme,

Pm = promeristema, Pt = proteina, S = suspensor, T = tegumento, * = celulas em

degradacao).
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E&“Q..‘ - --o 3

Figura 3. Fotomicrografias de sec¢des longitudinais de sementes de Ilex paraguariensis A.

St.-Hil. durante a estratificacdo, ilustrando embrides no estagio cordiforme tardio nos
tratamentos de estratificacdo T3 e T4. A-C. Visédo geral do embrido. A. T3 aos 180 dias. B.
T4 aos 150 dias. C. T3 aos 30 dias. D. detalhe do suspensor (T4 aos 150 dias). E. detalhe da
regido basal do embrido (T3 aos 180 dias). F. detalhe da coifa e pro-meristema (T3 aos 180
dias). G. detalhe das células do procAmbio e do meristema fundamental (T3-180 dias). H.
Detalhe da cavidade digestora e das células da protoderme (T3 aos 180 dias). I. detalhe das
células do endosperma (T4 aos 150 dias). (Cd=cavidade digestora, Cf=coifa, Co=cotilédone,
Em=embrido, Em = endosperma, Mf = meristema fundamental, Pc = procdmbio, Pm =

promeristema, Pd = protoderme, Pt = proteina, S = suspensor, * = células em degradacao).
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Figura 4. Fotomicrografias de sec¢des longitudinais das sementes de llex paraguariensis A.
St.-Hil. durante a estratificacdo, ilustrando embrides no estagio de torpedo aos 150 dias e
maduros aos 180 dias de estratificacdo para o tratamento T4. A. visdo geral do embrido em
estagio de torpedo. B. detalhe da regido do eixo radicular do embrido. C. detalhe dos
cotilédones. D. visdo geral do embrido em estadgio maduro. E. detalhe da regido do eixo
radicular do embrido. F. detalhe da regido procambial com elementos traqueais em
diferenciacdo. G. detalhe dos cotilédones. H. detalhe das células da protoderme e do
endosperma. I. detalhe das células do endosperma. Cd=cavidade digestora; Cf=coifa;
Co=cotilédone; Em=embrido; En=endosperma; Et=elementos traqueais, Mf=meristema

fundamental; Pc=procdmbio; Pd=protoderme; Pt=proteina; T=tegumento.
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RESUMO

Para a obtencdo de mudas de erva-mate de qualidade e plantas produtivas com alto padréo
de matéria-prima é de suma importancia a nutricdo adequada das mudas nos viveiros. O
manejo da adubacao é um dos principais fatores que contribuem para a maior qualidade das
mudas, sobrevivéncia e crescimento apos o plantio no campo. Fertilizantes de liberacdo
controlada de nutrientes podem ser utilizados como adubacéo de base na producdo de mudas
de erva-mate. O objetivo foi avaliar o crescimento e a qualidade de mudas de llex
paraguariensis submetidas a doses de fertilizante de liberacdo controlada, de forma a definir
a dose mais indicada para essa fase da cultura. Para todas as varidveis analisadas foi
verificado efeito significativo do tratamento, indicando resposta positiva da espécie a
adubacéo. Doses crescentes de fertilizante de liberacéo controlada proporcionaram aumentos
na altura, didmetro do coleto, relacdo altura e diametro do coleto, nimero de folhas, area
foliar, massa seca da parte aérea, radicular e total, relacdo massa seca parte area e radicular,
relacdo altura e massa seca parte aérea e indice de qualidade de Dickson, em comparacao
com as mudas de erva-mate ndo fertilizadas. Adubacdo de liberacdo controlada favorece o
crescimento e a qualidade das mudas de erva-mate. Doses a partir de 6 g L™ de fertilizante
Basacote® Mini 6M (13-6-16 + 1,4) podem ser utilizadas na adubacdo de base das mudas.

Key words: Basacote, llex paraguariensis, atributos morfoldgicos.

Controlled-release fertilizer on the growth of yerba mate seedlings

SUMMARY

To obtain quality seedlings of yerba mate and productive plants with a raw-material high
standard, it is necessary the adequate nutrition for the seedlings in the nurseries. Fertilization
management is one of the key factors that contribute to the better quality of seedlings,
survival, and growth after planting in the field. Controlled nutrient-release fertilizer can be
used as base fertilizers in the production of yerba mate seedlings. The objective of this work
was to evaluate the growth and quality of llex paraguariensis seedlings subjected to doses
of controlled-release fertilizer, in order to define the most suitable dose for this stage of the
crop. For all analyzed variables a significant treatment effect was observed, indicating a
positive response of the species to fertilization. Increasing doses of controlled-release
fertilizer provided increments in height, collar diameter, height and collar diameter ratio,
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leaves number, leaf area, shoot, root and total dry mass, shoot and root dry mass ratio, height
and shoot dry mass ratio and Dickson quality index, compared to unfertilized yerba mate
seedlings. Controlled release fertilization promotes the growth and quality of yerba mate
seedlings. Doses from 6 g L™ of Basacote® Mini 6M fertilizer (13-6-16 + 1.4) can be used

in the base fertilization of the seedlings.

Key words: Basacote, llex paraguariensis, morphological attributes.

INTRODUCAO

llex paraguariensis A.St.-Hil. (Aquifoliaceae) conhecida como erva-mate é uma
espécie arbdrea, nativa no Brasil (Flora do Brasil 2020), com distribuicdo geografica
associada, em sua grande maioria, a0 Dominio Atlantico, com carater subtropical e
temperado Umido (Silva et al. 2018). Além do uso tradicional na forma de bebidas como
chimarrdo e tereré, sua composic¢ao quimica tem potencial para ser utilizada em conservantes
e suplementos alimentares, corantes, produtos de higiene e cosméticos (Croge et al. 2021).

Para a obtencdo de mudas com qualidade genética, fisiologica e sanitéaria e,
consequentemente, plantas produtivas com alto padrdo de matéria-prima (Duarte et al.
2019), € de suma importancia a nutricdo adequada das mudas nos viveiros, pois 0 manejo da
adubacéo de base ou de cobertura € um dos principais fatores que contribuem para a maior
qualidade das mudas, sobrevivéncia e crescimento apds o plantio no campo (Araujo et al.
2018). Porém, para a maioria das espécies nativas, as informacdes sdo escassas (Emer et al.
2020).

O setor produtivo da erva-mate ainda carece de informac6es basicas, principalmente no
que diz respeito a produgdo de mudas. Além disso, alguns trabalhos ainda utilizam solo como
substrato no cultivo em recipientes (Schafer et al. 2015, Zavistanovicz et al. 2017). Cada
vez mais sdo estudadas fontes alternativas como substratos a base de lodo de esgoto e residuo
de carvdo (Gabira et al. 2020b), misturas de fibra de coco e subprodutos industriais,
incluindo os oriundos de residuos do processamento de erva-mate (Gabira et al. 2020a).

Contudo, o suprimento de elementos minerais se faz necessario, pois na maioria dos
casos, 0 substrato ndo apresenta 0s nutrientes em quantidades adequadas para um bom
desenvolvimento das mudas. O uso de fertilizantes de liberacdo controlada é considerado
uma alternativa como fonte de nutrientes para espécies florestais produzidas em viveiros,
pois induzem répido crescimento inicial e apresentam menores perdas das mudas apds o

plantio no campo (Aradujo et al. 2019).
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Os fertilizantes de liberagdo controlada disponibilizam os nutrientes de forma gradual
as plantas por meio de mecanismos de difusdo controlada, apresentam baixas perdas por
lixiviagdo e reduzem a salinizacdo do ambiente nos viveiros. O uso adequado desses
fertilizantes apresenta maiores beneficios agrondmicos e ambientais em comparagao com as
praticas de fertilizagdo convencional (Shaviv 2000).

Na producdo de mudas de erva-mate, a utilizacdo desse tipo de fertilizante ainda é
incipiente. Zavistanovicz et al. (2017) utilizaram 6 g L™ de Osmocote® 15-09-12 e
verificaram desempenho similar quando comparado & adubagdo convencional com 0,7 g L™
de ureia, 8,0 g L de superfosfato simples e 0,4 g L™* cloreto de potassio. Gortari et al. (2020)
recomendam adicionar 3 kg m™ de Plantacote® Plus 6M ao substrato casca de pinus
compostada para a producdo de mudas de erva-mate propagadas por sementes e estacas.

A qualidade das mudas produzidas em viveiro pode ser avaliada por atributos
morfoldgicos facilmente mensurdveis como altura, didmetro do coleto e nimero de folhas,
sendo avaliagdes nao destrutivas que podem ser obtidas ao longo do tempo. Também podem
ser utilizados métodos destrutivos como: matéria seca, area foliar, comprimento e volume
de raiz (Landis et al. 2010; Aradjo et al. 2018). Por meio dos dados dos atributos
morfoldgicos é possivel calcular indices como a relacdo da altura e didmetro do coleto,
relacdo da altura e massa seca da parte aérea, relagdo massa seca da parte aérea e massa seca
radicular e indice de qualidade de Dickson (Dickson et al. 1960, Gomes et al. 2002).

Assim, a hipotese do trabalho é de que a utilizacdo de fertilizantes de liberacao
controlada de nutrientes pode ser utilizada como adubacéo de base na producdo de mudas
de erva-mate. Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar o crescimento e a qualidade
de mudas de |I. paraguariensis submetidas a doses de fertilizante de liberacdo controlada, de

forma a definir a dose mais indicada para essa fase da cultura.

MATERIAL E METODOS

Sementes de erva-mate coletadas em janeiro de 2018 em Arvorezinha, RS (28° 50' 56"
S 52° 14" 14" W) foram colocadas para estratificar por seis meses em bandejas de polietileno
brancas (192 x 116 x 64 mm) com areia acrescida de 4,0 g L™ de adubo de liberagio
controlada Basacote Plus 6M® (16-8-12 + 2). Apds, as mudas foram semeadas em tubetes
conicos de polipropileno, com capacidade de 110 cm?®, contendo substrato comercial & base
de turfa de Sphagnum (Tabela 1) e diferentes tratamentos de aduba¢do. Em cada tubete foram

semeadas cinco sementes.
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Para os tratamentos de adubacdo utilizou-se fertilizante de liberacdo controlada
Basacote® Mini 6M (13-6-16 + 1,4), com granulometria de 1,0 a 2,5 mm e duracao efetiva
de 6 meses (Tabela 1). Utilizaram-se as dosagens: zero (testemunha), 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0
g L%, incorporadas ao substrato antes do preenchimento dos tubetes. Ndo foi realizada
adubacdo de cobertura e a irrigacao foi por aspersdo, com vazéo de 8 a 20 mm dia*, conforme
a necessidade das plantas observada por monitoramento por no minimo trés vezes por
semana. O experimento foi mantido em casa de vegetacdo e as bandejas com os tubetes
foram cobertos com tela de sombreamento preta com interceptagdo luminosa de 50%,
disposta 50 cm acima da parte superior das bandejas, durante sete meses, sendo retirada nos

Gltimos 30 dias de cultivo.

Tabela 1 Caracteristicas quimicas do fertilizante de liberacdo controlada e caracteristicas
fisicas e quimicas do substrato comercial utilizado na producao de mudas de erva mate (llex

paraguariensis A.St.-Hil.).

Basacote® Mini 6M (13-6-16 +1,4) Substrato comercial
N (%) 13 total* Caracteristicas fisicas

P20s (%) 6 DS (kg m3) 135,76

K20 (%) 16 PT (%) 77,84
S (%) 10 EA (%) 21,24
B (%) 0,02 AFD (%) 16,82
Cu (%) 0,05 AT (%) 3,43
Fe (%) 0,26 AR (%) 36,35
Mn (%) 0,06 Caracteristicas quimicas

Mo (%) 0,015 CE 0,1 mScm?
Zn (%) 0,02 pH 6,01

*8% de N na forma amoniacal e 5% de N na forma nitrica; DS=densidade seca;
PT=porosidade total; EA=espaco de aeracdo; AFD=agua facilmente disponivel; AT=agua
tamponante; AR=4gua remanescente; CE=condutividade elétrica obtida em solucdo 1:5
(v/v); pH=determinado em &gua, diluicdo 1:5 (v/v).

O periodo de estratificacdo foi de marco a setembro de 2019 e a producdo de mudas foi
de setembro de 2019 a maio de 2020. A temperatura minima (T° min), média (T° média) e

maxima (T° max), umidade relativa minima (UR min), média (UR média) e méxima (UR
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méax) durante o periodo do desenvolvimento das mudas foram monitoradas utilizando um

datalogger AK174 Akso® (Figura 1).
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Figura 1 Temperatura e umidade relativa (%) minimas, médias e méximas durante o periodo

do desenvolvimento das mudas de erva mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.).

Apds oito meses de cultivo, foram obtidos os dados de altura das mudas (H) (cm)

(distancia do coleto até a gema apical) com o uso de uma régua milimetrada; diametro do

coleto (DC) (mm) mensurado com paquimetro digital (0,01 mm); namero de folhas (NF);

area foliar (AF) (cm?) a partir da separacdo das folhas do caule e da sua disposi¢io sobre

uma superficie escura para tomada de imagem fotografica, seguido de analise pelo programa

ImageJ (cm?) (Zavistanovicz et al. 2017; Aradjo et al. 2018). Para a obteng&o dos dados de

massa seca da parte aérea (MSPA) e radicular (MSR) (g), a parte aérea foi separada do



135

sistema radicular, seguido de lavagem das raizes em agua corrente para retirada do excesso
de substrato. Em seguida, foram acondicionados separadamente em sacos de papel para
secagem em estufa a 65 °C até atingir peso constante. Posteriormente foram pesados em
balanca analitica (0,00001 g). A massa seca total (MST) foi obtida pela soma da massa seca
da parte aérea e do sistema radicular (g).

A seguir foram calculadas a relagdo da altura da parte aérea (cm) e do didmetro do
coleto (mm) (RHDC) (Dickson et al. 1960), a relacdo entre a altura e a massa seca da parte
aérea (RHMSPA) e a relacdo da massa seca da parte aérea e radicular (RMSPAR), dividindo
os valores entre si. (Gomes et al. 2002).

O indice de Qualidade de Dickson (IQD) (Dickson et al. 1960) foi calculado pela

formula 1:

PMST
IQD = —wsra [1]

DC' PMSR

Em que:
PMST — Peso Massa Seca Total (g)
H — Altura da parte aérea (cm)
DC — Diametro do Coleto (mm)
PMSPA — Peso Massa Seca Parte Aérea (Q)
PMSR — Peso Massa Seca Raizes (g)
Além disso, foi calculado o custo de producdo de 1000 mudas para as diferentes doses
de fertilizante, considerando somente o custo do fertilizante em ddlar (cotacdo julho/2021).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco
repeticbes, com nove mudas em cada repeticdo. Os dados de H, DC, RHDC, NF, AF, MSPA,
MSR, MST, RMSPAR, RHMSPA e IQD foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Quando verificada significncia, as médias foram analisadas por regressdo pelo
software SigmaPlot 11.0. Os dados de AF, MSPA, MSR, MST e IQD nédo atenderam o

pressuposto da normalidade, sendo transformados para logl—’; . O mesmo aconteceu com a

RHMSPA, que foi transformada para vx + 10, porém os resultados sio apresentados em

seus valores absolutos.
RESULTADOS
Para todas as variaveis analisadas foi verificado efeito significado dos tratamentos,

indicando resposta positiva da espécie a adubacdo. Doses crescentes de fertilizante de
liberagéo controlada proporcionaram aumentos na H, DC, RHDC, NF, AF, MSPA, MSR,
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MST, RMSPAR, RHMSPA e IQD em comparagdo com as mudas de erva-mate nao
fertilizadas (Tabela 2).

Tabela 2 Andlise de variancia do desenvolvimento de mudas de erva-mate (llex
paraguariensis A.St.-Hil.) adubadas com diferentes doses de fertilizante de liberacdo
controlada (Basacote® Mini 6M 13-6-16 + 1,4).

Variaveis pvalor CV (%) Médiageral Transformado para
H (cm) <0,001 11,09 8,04 -

DC (mm) <0,001 11,54 2,06 -
RHDC <0,001 6,90 3,71 -

NF <0,001 12,66 7,58 -

AF (cm?) <0,001 14,28 59,14 log(x/10)
MSPA (g) <0,001 587 0,48 log(x/10)
MSR (g) <0,001 6,45 0,21 log(x/10)
MST (g) <0,001 6,39 0,69 log(x/10)
RMSPAR <0,001 15,57 1,95 -
RHMSPA <0,001 7,74 57,82 raiz(x+10)
IQD <0,001 4,96 0,11 log(x/10)

CV=coeficiente de variacdo; H=altura; DC=diametro do coleto; RHDC=rela¢do altura e
didmetro do coleto; NF=nUmero de folhas; AF=area foliar; MSPA=massa seca da parte
aérea; MSR=massa seca radicular; MST=massa seca total; RMSPAR=rela¢do massa seca da
parte aérea e radicular; RHMSPA=relacio altura e massa seca da parte aérea; 1QD=indice
de Qualidade de Dickson.

As mudas sem adubacdo apresentaram menor altura (2,3 cm) e a medida que foi
aumentada a dose do fertilizante foi verificado um incremento para esta variavel, sendo
observada a maior altura (13,1 cm) na maior concentragéo do fertilizante (10 g L) (Figura
2A). Comportamento similar foi observado para o diametro do coleto, sendo que as mudas
apresentaram 2,98 mm de didmetro na maior concentragdo (10 g L) contra 0,93 mm da
testemunha (0 g L) (Figura 2B). Para a RHDC foi observada variacéo de 2,5 a 4,8 para a

testemunha e a maxima concentracao do fertilizante, respectivamente (Figura 2C).
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Figura 2 Altura (H) (cm) (A), diametro do coleto (DC) (mm) (B) e relagéo altura e diametro
do coleto (RHDC) de mudas de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) adubadas com

diferentes doses de fertilizante de liberagdo controlada (Basacote® Mini 6M 13-6-16 + 1,4).

Para o numero de folhas, o tratamento sem aplica¢do de adubo resultou em 2,6 folhas
por planta, & medida que a dose do fertilizante aumentou houve incremento desta variavel.
Com 6 g L de fertilizante, as plantas apresentaram 9,2 folhas e 10,1 folhas com 10 g L™,
indicando uma estabilizagdo para esta variavel a partir de 6 g L™ (Figura 3A). Para a area
foliar, a medida que as plantas possuiam mais folhas, estas se apresentaram maiores. Na
testemunha, as mudas apresentaram 2,2 cm? de area foliar, com 4 g L™ apresentaram 42,5
cm?, e com 6 g L houve um incremento de 105% (82,7 cm?). Na maior concentragdo do
fertilizante, as mudas apresentaram a maior area foliar (113,9 cm?) (Figura 3B).
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Figura 3 Nimero de folhas (NF) (A) e area foliar (AF) (cm?) (B) de mudas de erva-mate
(llex paraguariensis A.St.-Hil.) adubadas com diferentes doses de fertilizante de liberacao

controlada (Basacote® Mini 6M 13-6-16 + 1,4).

A massa seca da parte aérea, radicular e total apresentaram comportamento similar,
com menor actimulo de massa seca na testemunha. A partir de 6 g L™ o acimulo de massa
seca da parte aérea, radicular e total aumentou consideravelmente quando comparado as
concentragdes inferiores (Figura 4A). Com 6 g L, as plantas apresentaram 0,72 g de MSPA,
0,33 g de MSR e 1,05 g de MST e com 10 g Lt de adubo, os valores foram 0,93 g, 0,35g e
1,28 g, respectivamente. A RMSPAR foi de 1,1 a 2,7 e, novamente o menor valor foi para o
tratamento sem adubo e o maior para a maxima dose testada (10 g L) (Figura 4B). A partir

de 6 g L a relagéo foi maior que 2,0.
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Figura 4 Massa seca da parte aérea (MSPA), radicular (MSR) e total (MST) (g) (A) e relacéo
entre massa seca da parte aérea e massa seca radicular (RMSPAR) (B) de mudas de erva-
mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) adubadas com diferentes doses de fertilizante de

liberagéo controlada (Basacote® Mini 6M 13-6-16 + 1,4).
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Para RHMSPA foi verificado que quanto maior a concentracao do adubo, menor foi a
relacdo entre as duas variaveis (Figura 5A). Para o tratamento sem adubo esta relacao foi de
161,2 e com 10 g L™ de Basacote o valor foi de 18,5. O indice de qualidade de Dickson
aumentou com as doses de adubo, contudo nas doses acima de 6 g L* este aumento foi menos

significativo com tendéncia a estabilizacéo (Figura 5B).
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Figura 5 Relacdo altura e massa seca da parte aérea (RHMSPA) (A) e indice de qualidade
de Dickson (IQD) de mudas de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) adubadas com
diferentes doses de fertilizante de liberag&o controlada (Basacote® Mini 6M 13-6-16 + 1,4).

O custo de producdo de mudas é outra variavel que deve ser considerada. No caso do
presente estudo, o custo das mudas de erva-mate aumentou com a dose de adubo. Assim,
1000 mudas produzidas em tubete com volume de 110 cm3 e 2 g L de adubo custaram
US$1,22, aumentando progressivamente conforme a dose até o valor de US$6,11 para 10 g
L (Figura 6). Para este valor, foi considerado apenas o preco de US$5,48 por quilo do
fertilizante de liberacdo controlada Basacote® Mini 6M (13-6-16 + 1,4), preco médio
praticado em julho de 2021.
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Figura 6 Custo em dolar* por 1000 mudas de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.)
produzidas com diferentes doses do fertilizante de liberagdo controlada Basacote® Mini 6M

(13-6-16 + 1,4). *US$1,00=R$5,1564 cotagdo de julho/2021.

DISCUSSAO

Os parametros morfoldgicos como H, DC, NF, MSPA, MSR e MST, avaliados neste
trabalho, sdo os mais utilizados para determinar o padrdo de qualidade de mudas e os
resultados sao de facil compreenséo por parte dos viveiristas (Gomes et al. 2002). De posse
desses resultados, caso as mudas ndo apresentam crescimento satisfatorio, o viveirista
consegue intervir no manejo, alterando alguns fatores que podem estar comprometendo o
desempenho, como adubacao, irrigacdo, densidade de mudas e intensidade luminosa.

Para a classificacdo e sele¢do das mudas, a altura é um dos parametros mais utilizados
(Gomes et al. 2002) que, juntamente com o didmetro do coleto, séo analises ndo destrutivas
e faceis de serem mensuradas (Gomes et al. 2002, Aradjo et al. 2018, Aradjo et al. 2020).
Além disso, sdo as caracteristicas morfolégicas mais importantes e mais utilizadas na
avaliacdo da qualidade das mudas. O diametro do coleto € um bom indicador que pode ser
correlacionado com o desenvolvimento das mudas a campo (Landis et al. 2010).

Com relacdo a altura, Cabreira et al. (2021) verificaram que mudas de Inga laurina
(Sw.) Willd sem fertilizagdo apresentaram a menor altura média. Para o didmetro do coleto,
mudas de Melanoxylon brauna Schott (Gibson et al. 2019) apresentaram comportamento

linear crescente com o uso de fertilizante Basacote Mini 6M (13-6-16) quando comparado a
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mudas sem adubacdo, demonstrando o potencial das mudas em responder & fertilizacdo de
liberacdo controlada, como verificado no presente trabalho.

A altura das plantas estéd diretamente relacionada ao manejo no viveiro, contudo, se
analisada isoladamente pode ndo ser um bom indicativo de qualidade das mudas (Aradjo et
al. 2018). Assim, a anélise da relacdo da altura com o didmetro do coleto (RHDC) é uma
forma simples de visualizar o equilibrio entre o desenvolvimento e a firmeza da parte aérea,
sendo sindnimo de robustez (Landis et al. 2010). Neste estudo foi observado que a partir de
6 g L esta relacéo é de 4,1, indicando que, a partir desta concentracéo, as mudas apresentam
maior robustez, com equilibrio da parte aérea (Figura 2C).

O numero de folhas e a area foliar estdo diretamente relacionadas a capacidade
fisioldgica das mudas com reflexos na produtividade, ja que estas atuam na interceptacdo da
energia luminosa utilizada em processos metabdlicos que a convertem em energia quimica
por meio da sintese de compostos carbonicos (Aradjo et al. 2018). No presente estudo, a
medida que foi aumentado a dose do fertilizante, aumentou o nimero de folhas, porém a
partir de 6 g L™ ocorre uma estabilizacdo para esta variavel. Para a area foliar ndo foi
verificado este comportamento, pois na maior dose (10 g L) se observou incremento de
38% em comparacdo com a dose de 6 g L™t. A massa seca da parte aérea, radicular e total
aumentou com as doses de adubo, com comportamento similar ao que foi observado para
niimero de folhas, havendo uma estabilizacéo a partir de 6 g L.

Estes resultados podem estar atrelados ao manejo no viveiro, pois a partir de
determinado acimulo de massa seca e numero de folhas houve estabilizacdo dessas variaveis
e as plantas, provavelmente em consequéncia da competicdo por luz, passaram a investir no
aumento da &rea foliar. Maiores indices de &rea foliar sdo observados em maiores densidades
de mudas como alternativa para incrementar a interceptacdo solar (Trautenmdaller et al.
2017). No presente trabalho, as mudas ndo foram espacadas e, a medida que foram
crescendo, ocorreu incremento na area foliar, havendo estagnacéo no nimero de folhas e da
massa seca a partir de 6 g L. E esperado que as plantas tenham plasticidade quando crescem
em ambientes com diferentes recursos (agua, luz e/ou nutrientes), o que auxilia na
manutencdo da estabilidade de caracteristicas fisioldgicas, como acumulo de massa seca
(Olguim et al. 2020).

O adensamento das plantas pode causar sombreamento das folhas inferiores (Araujo et
al. 2018), contudo para espécies climax, como é o caso da erva-mate, que esta
ambientalmente adaptada a condi¢cdes com nivel alto de sombreamento, consegue se
desenvolver em condigdes de dossel fechado com pouca luz (Poletto et al. 2010). Fato este
que corrobora com os resultados observados neste estudo que demonstrou a habilidade da
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espécie em investir no aumento da &rea foliar para ser mais eficiente na interceptacdo da
radiacdo solar.

Silva et al. (2019) verificaram que doses crescentes de Osmocote Plus no cultivo de
Acacia mangium contribuiram para aumentar a massa seca da parte aérea e radicular, com
reflexos positivos no desenvolvimento das mudas. Para mudas de Euterpe oleraceae, a
massa seca radicular aumentou com as doses do fertilizante Osmocote (Araujo et al. 2019).

A massa seca é consequéncia do processo fotossintético na planta, sendo o resultado da
fotossintese liquida, ou seja, descontados 0s gastos de manutencdo da planta como
respiracao, fluorescéncia, entre outros (Aradjo et al. 2018). De forma geral, o valor da massa
seca da parte aérea € maior que o da massa seca radicular, assim a relagéo entre estes dois
parametros (RMSPAR) é outro indicativo de qualidade de mudas (Araujo et al. 2018), sendo
normalmente um bom indicador do desempenho das mudas a campo (Landis et al. 2010). O
valor da RMSPAR esté atrelado a fatores inerentes a espécie, como tamanho do recipiente e
manejo do viveiro, com valores entre 1 a 3 (Aradjo et al. 2018). Quanto maior a relacéo,
maiores sdo as chances de as mudas suportarem periodos de seca no campo e melhor é a
competicdo com as plantas daninhas (Matos et al. 2021).

A relacdo altura e massa seca da parte aérea (RHMSPA) € outro indice que apresenta
contribuicdo relativa na qualidade das mudas (Gomes et al. 2002), sendo sindnimo de
rusticidade (Dutra et al. 2016). Para este indice foi verificado que quanto maior a
concentracdo do adubo, menor € a relacdo entre altura e massa seca da parte aérea (Figura
5A). Resultado semelhante foi observado para Peltophorium dubium no qual, a medida que
aumentou a dose de Osmocote, houve incremento na rusticidade das mudas (Dutra et al.
2016).

O 1QD é variavel entre espécies e, de maneira geral, os dados disponiveis para espécies
da Mata Atlantica ainda sdo escassos (Cabreira et al. 2021). Para Inga laurina houve
aumento no 1QD com as doses de fertilizante de liberagdo controlada (Cabreira et al. 2021),
ja para Peltophorium dubium néo foi verificado efeito significativo do fertilizante Osmocote
(Dutra et al. 2016). No presente trabalho houve uma estabiliza¢do do 1QD a partir da dose
de 6 g L, apresentando comportamento similar ao que foi verificado para NF e MS, o que
pode estar relacionado ao ndo espagamento das mudas conforme foram se desenvolvendo.
Efeito positivo da fertilizacdo sobre a RHMSPA e IQD também foi observado para mudas
de Acacia mangium, cultivadas com adubo de liberacao controlada (Silva et al. 2019).

As doses de fertilizantes de liberacdo controlada sdo variaveis na producdo de mudas
de espécies nativas, pois estas apresentam diferentes necessidades nutricionais e, além disso,

0 tipo de substrato deve ser considerado (Cabreira et al. 2021). Isso foi evidenciado no
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presente estudo, pois mesmo utilizando um substrato comercial contendo nutrientes na sua
formulacdo, estes ndo foram suficientes para o crescimento das mudas de erva-mate. A
adubacéo e uma pratica essencial nos viveiros para o0 acimulo de biomassa, pois deficiéncias
nutricionais comprometem o metabolismo da planta e reduzem o crescimento das mudas
(Zavistanovicz et al. 2017). Contudo, é de extrema importancia a utilizacdo de doses
adequadas para evitar desperdicio de recursos, além de evitar efeitos toxicos causados pelo
uso excessivo de fertilizantes minerais. De maneira geral, a adicdo de fertilizantes de
liberacdo controlada para a producgédo de mudas de espécies florestais tem respostas positivas
(Gibson et al. 2019). Mudas de Cedrela fissilis (Navroski et al. 2016), Moringa oleifera
(Rosa et al. 2018) e Euterpe oleraceae (Araujo et al. 2019) apresentaram bom crescimento
com adubacdo de base composta por fertilizante de liberacdo controlada. Mudas bem
fertilizadas de Inga laurina apresentaram taxa de sobrevivéncia maior apos 12 meses de
plantio a campo (Cabreira et al. 2021), confirmando a importancia de utilizagcdo de mudas
bem nutridas.

E fundamental que os pardmetros mensuraveis no viveiro tenham relacido com o
desempenho das mudas no campo, no entanto, estes estdo atrelados a espécie, insumos e
manejo. Outra dificuldade é o estabelecimento de padrBes na avaliacdo destes atributos, uma
vez que sdo utilizadas espécies exaticas (Pinus e Eucalyptus) como referéncia para o cultivo
de nativas devido a limitacdo de pesquisas com espécies locais (Araljo et al. 2018).

A demanda de nutrientes € determinada por condi¢cfes climaticas e pelo ritmo de
crescimento da espécie. Mudas produzidas na primavera e no verdo precisam de doses
maiores de fertilizantes em relacdo as produzidas no outono e inverno, pois no periodo com
temperaturas mais elevadas ocorre maior atividade metabdlica (Aradjo et al. 2018). Assim,
os resultados deste trabalho estdo atrelados as condigdes ambientais especificas do periodo
de estudo.

Os resultados das varidveis analisadas neste trabalho validaram a hip6tese de que o
fertilizante de liberacdo controlada pode ser utilizado para a producdo de mudas de erva-
mate. (Figura 7). Assim, a partir da dose de 6 g L™ de Basacote® Mini 6M (13-6-16 + 1,4)
foi verificado desenvolvimento satisfatério para a maioria dos caracteres morfologicos

analisados neste trabalho, bem como para os indices obtidos a partir destas variaveis.
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Figura 7 Aspecto morfoldgico de mudas de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.)
produzidas com diferentes doses de fertilizante de liberacdo controlada (Basacote® Mini 6M

13-6-16 + 1,4) apds oito meses de cultivo.

Muitos sdo os avancos na silvicultura nativa, porém mais estudos sdo necessarios para
estabelecer as condic¢Bes nutricionais ideais para cada espécie (Gibson et al. 2019). Mais
pesquisas na area de producdo de mudas de erva-mate devem ser realizadas levando em
consideracdo diferentes substratos, tamanhos de tubetes, tipos e doses de fertilizantes, além
de acompanhar e avaliar o desempenho destas mudas no campo, fornecendo subsidios a

viveristas e produtores desta importante cadeia produtiva.
CONCLUSAO

Para as condices deste estudo, doses de 6 g L™ de fertilizante Basacote® Mini 6M (13-

6-16 + 1,4) podem ser utilizadas na adubacdo de base de mudas de erva-mate.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Embora, na literatura hd mengdo do uso do soprador para retirada de impurezas de
sementes de erva-mate, ndo foram descritos resultados abordando o beneficiamento de
sementes com o intuito de aumentar a vialilidade. Assim, por meio dos estudos realizados
neste trabalho verificou-se que é possivel aumentar a qualidade fisica e fisologica dos lotes
de sementes de erva-mate com o uso de fluxo de ar vertical, mesmo quando utilizadas
sementes com diferentes caracteristicas fisicas.

Os resultados obtidos neste estudo comprovam a necessidade de averiguar a
qualidade fisica e fisioldgica dos lotes de sementes de erva-mate, os quais, de forma geral,
confirmam a presenga de grande quantidade de sementes vazias e deterioradas, 0 que
contribui para reduzir a viabilidade inicial.

Também foi confirmada a acdo benéfica de solucBes aquosas neutra seguida de
acidas no pré-tratamento de sementes de erva-mate aliado a estratificacdo, bem como a
influéncia positiva do uso de fertilizantes na estratificagdo sobre o desenvolvimento dos
embrides e na germinagdo. Embora as taxas de germinacdo de erva-mate descritas na
literatura sdo baixas, em geral inferiores & 20%. E importante ressaltar que se for considerado
somente a porcentagem de sementes viaveis presentes nos lotes, a germinagcdo em alguns
casos € proxima de 100%.

De forma geral os viveiristas devem coletar sementes de plantas matrizes
previamente selecionadas para a producdao de mudas de erva-mate de qualidade. Realizar o

beneficiamento das sementes para retirada de impurezas, sementes vazias e deterioradas. Os



149

lotes com alta viabilidade devem ser estratificados em areia com adicdo de fertilizante de
liberagéo controlada, o que favorece a germinagdo mais uniforme e estabelecimento de
mudas homogéneas, facilitando 0 manejo no viveiro. E de suma importancia a tecnificaco
dos viveiristas para que possam produzir mudas de qualidade.

O uso de adubo de liberacdo controlada de nutrientes pode ser uma alternativa de
adubacdo de base para a producao de mudas de erva-mate com qualidade, além de reduzir a
perda de nutrientes por lixiviagdo, e, consequentemente, reduzir o custo e oS impactos
ambientais.

Como perspectivas futuras mais estudos devem ser realizados com o objetivo de
identificar qual € o elemento mineral especifico que favorece o desenvolvimento e
crescimento embrionario durante a estratificacdo. Estudos também devem ser realizados
com relagdo a acdo das solucdes aquosas acidificadas na superagdo da dorméncia com o
intuito de explicar qual a acdo deste tipo de tratamento sobre o metabolismo das sementes.
Mais um ponto a ser investigado é o efeito da estratificacdo fria (5 °C), quente (> 15 °C) e
com alterndncia de temperatura sobre a mobilizacdo das reservas, desenvolvimento
embrionario e germinacao.

A quantificacdo dos horménios antagonistas no processo de dorméncia-germinacao
(&cido abscisico e acido giberélico) também se faz necessario realizar. A mensuracdo inicial
destes hormonios, bem como durante a estratificacdo, levara a identificacdo exata do
momento em que ocorre a saida da dorméncia e inicio da germinacdo. Tal informacao
contribuird para uma maior compreensao deste processo e podera auxiliar na tomada de
decisdo de quando encerrar a estratificacdo e colocar as sementes para germinar. Com isso
espera-se reduzir a porcentagem de sementes deterioradas durante a estratificacao.

Por fim, sdo necessarios estudos sobre apomixia ja que ha registros para outras
espéecies do género llex, bem como investigar as causas da formacdo de sementes sem

embrido visivel e possivel autopolinizacéo.



10 APENDICES

Caracterizagdo inicial das
sementes de diferentes matrizes:
- Teor de agua

- Peso de mil sementes

- Biometria sementes

- Teste de tetrazolio
Processamento dos t

Selecao de sete plantas matrizes

frutos para retirada
das sementes
Limpeza das sementes Secagem das sementes

Amostra de 50 g
l Holx.no%ene(;zaqao no Pré-limpeza das sementes
Soprador de sementes De Pureza equalizador de amostras em peneiras de furo oblongo

Leo® (modelo South Dakota)

Avaliagdo das sementes retidas
‘ na base e aleta:

- Peso de mil sementes

- Teste de tetrazolio

Amostra original dividida em uma frac@o leve (aleta) e
uma fragdo pesada (base) apos passagem no soprador
nas aberturas 0; 3,5;4,5;5,5;6,5e 7.,5.

APENDICE 1. Capitulo 1 - Beneficiamento de sementes de erva-mate (llex paraguariensis
A.St.-Hil.) atraves do fluxo de ar vertical. Porto Alegre, RS.
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Matriz B Matriz C

Matriz D

Matriz A Matriz B l Matriz C Matriz D
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1 l Secagem das sementes 1
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Sementes armazenadas a 5 + 2 °C

Avaliagdes:
- Teor de agua
- Peso de mil sementes
- Biometria de sementes
Teste de tetrazolio

APENDICE 2. Capitulo 2 — Qualidade de sementes de erva-mate - Experimento 1: Frutos
oriundos de quatro plantas matrizes: selecao das matrizes, coleta dos frutos,

limpeza das sementes sobre peneira e agua corrente, secagem das sementes

e armazenamento em frascos de vidro tipo snap cap em ambiente com
temperatura de 5 £ 2 °C. Porto Alegre, RS.
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Esquema de demarcagao dos quadrantes

Protecao dos ramos com voal/

!

Retirada dos frutos maduros Ramo coletado

'ff

Secagem das sementes

Avaliagdes:
- Teor de agua
- - Peso de mil sementes
- Biometria sementes
- Teste de tetrazdlio

APENDICE 3. Capitulo 2 — Qualidade de sementes de erva-mate - Experimento 2: Frutos
obtidos de diferentes quadrantes de uma planta matriz (llex paraguariensis
A.St.-Hil.): selecdo da matriz, demarcacdo dos quadrantes, ramos ensacados
com tecido voal, coleta dos ramos, retirada dos frutos maduros, limpeza das
sementes sobre peneira e dagua corrente, secagem das sementes e
armazenamento em tubos tipo falcon em ambiente com temperatura de 5 + 2
°C. Porto Alegre, RS.
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Sementes coletadas de 10 matrizes Limpeza das sementes de cada matriz separadamente

MA1 MA2 MA3 MA4 MAS MA6 MA7 MAS MA9 MA11

IR

\ -‘l | ‘ .‘l ) ‘ <
O -,
«.o n,a '\‘l“ SO0y «,o‘ 0\,0‘

= | — — — — — — —

Sementes armazenadas a 5 + 2 °C |

!

Avaliagdes:
- Teor de agua
- Peso de mil sementes
- Biometria das sementes
- Teste de tetrazolio

APENDICE 4. Capitulo 3 — Avaliagio da qualidade de sementes de erva-mate oriundas de
diferentes plantas matrizes: selecéo e coleta de frutos de dez plantas matrizes

localizadas nos municipios de Arvorezinha, ll6polis e Putinga; limpeza das
sementes em peneira e agua corrente, secagem das sementes sobre papel
absorvente em banda de laboratério, armazenamento das sementes em
frascos de vidro tipo snap cap a5 + 2 °C. Porto Alegre, RS.
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Caracterizagao inicial das sementes:
- Teor de 4gua

- Teste de tetrazdlio
Pré-tratamento 1 Pré-tratamento 2
= =
- woe daguapH 6,95/
sk Wit 2hadoc pu—
\_“0! | S— l?‘::: |
| solugdio pH 2,78/ 48 h a 40°C | =/
—_— l Sem prc’:—tratamento|
@3% | solugio pH
WY 3.5/8had0°C l l TC = tratamento
) controle
T1 '1;6 T4 T3 ;
woh —_— (o3 |
“.0‘ o3y solugdo pH 5,9/ \}' .‘
: Wt 30 min a40°C e
Estratificagdo Sem ) | e e
X . Estratificagdo em areia
em areia estratificagdo l
l areia 60% CRA/ l
90 dias 40ha2s°c 90 dias
135 dias | | 135 dias
i 180 dias
180 dias l l
estratificagdo . ] estratificagdo
T2 TS5 enterradas a 20 cm
-0 de profundidade em
e local bem drenado
W
Estratificacdo Sem l
em areia estratificagdo
90 dias
l 135 dias
180 dias
90 dias S —
. estratificagdo
135 dias
180 dias
L 1
estratificagao

4 x 100 sementes para cada tratamento
caixas do tipo gerbox
250 g de arcia até 60% da CRA

germinadores do tipo Mangelsdorf
T°25+1°C ¢ UR >90

emergéncia foi acompanhada semanalmente durante 180 dias

|

Ap6s180 dias — teste de tetrazolio

APENDICE 5. Capitulo 4 — Pré-tratamentos, estratificacdo e emergéncia de sementes de

erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.). Porto Alegre, RS.
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Coleta e beneficiamento das sementes

1 Extracdo das 1

- <. sementes .
33 o3 e .)“. Analise do
" "o‘\ / " W& teor de agua
\ "o‘ “l
3 () <)
WeYEig oo 3
,‘:.?: or Forch;ao de
& um unico lote
Armazenamento
as5+2°C

APENDICE 6. Capitulo 5 — O desenvolvimento embrionério e a viabilidade das sementes
afetam a germinacgdo de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.): coleta e

beneficiamento das sementes. Porto Alegre, RS.
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Desinfesta¢do das sementes

s
3 :..
) '!‘\::‘,'%’:'\:.‘ —
4x 1250 sementes 4 x 1250 sementes 4 x 1250 sementes 4 x 1250 sementes 4 x 1250 sementes
T T1 T2 T3 T4
I (N o3 3%
e e e RS
Triplice
Imersio (1 min) (20 min) lavagem
Testes de estratificagdo
T T1 T2 T3 T4
-0 ¢
S S

!

Areia+4 gL

Areia + substrato
Basacote Plus 6M®

Envelope papel - " ; 4
Estratificagdo em areia  Estratificagdo em areia

! ! \

=

t

comercial + palha milho

’ 4

5+£2°C enterrado

Aos zero, 30, 60, 90, 120, 150 e
180 dias de estratificagdo

Testes de germinagao apos

Acompanhamento semanal . A
a estratificagao

}

Germinagao durante a Retiradas sementes

Retiradas sementes !

estratificagio 150 dias de 180 dias de
l J estratificagao estratificagdo
Analise estrutural ) l l
durante a estratificagdo Por 180 dias

: Acompanhamento semanal
da germinagao por 180 dias

|

Apos 180 dias
Teste de Tetrazolio

APENDICE 7. Capitulo 5 - O desenvolvimento embrionario e a viabilidade das sementes
afetam a germinacdo de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.):
desinfestacdo das sementes e testes de estratificacdo. Porto Alegre, RS.
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Analise estrutural das sementes

() —
- b ?jh
v

FAAS50/24h alcool 70%
0, 30, 60, 90, 120, 150 ¢ .
. . ~ Retiradas 10 sementes
180 dias de estratificagdo
de cada tratamento
1mm
— =5 e
? iﬁ <4== <=
v )
Desidratadas em série etilica Retirado o endocarpo dos pirénios R I I ORI K A0
N; e Secgodes
‘ ‘ longitudinais
— Micrétomo
A = .
X ‘I,g rotativo
Infiltradas em historresina Inclusdo

Imagens capturadas -
camera digital DP041
acoplada ao fotomicroscopio
Olympus Bx70 utilizando o
programa DP Controller

Azul de toluidina - Entellan

APENDICE 8. Capitulo 5 — O desenvolvimento embrionario e a viabilidade das sementes
afetam a germinacdo de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.): andlise

estrutural das sementes de erva-mate. Porto Alegre, RS.
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Teste de germinagao apos a estratificagao

o
[ J
150 dias de estratificagdo = Teste 1

. . N Retiradas 4 x 100 sementes ,
180 dias de estratificagao = Teste 2 de cada tratamento Lavaggm em agua para
retirada da areia

!
\

Semeadura em gerbox com 250 g de
areia umedecida a 60% da CRA

Lavagem em agua para
Acompanhamento da retirada da areia

Sementes ndo germinadas
germinagao por 180 dias

apos 180 dias foram avaliadas
por meio do teste de tetrazolio

APENDICE 9. Capitulo 5 — O desenvolvimento embrionario e a viabilidade das sementes
afetam a germinacdo de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.): testes

de germinacdo ap0s a estratificacdo das sementes de erva-mate. Porto
Alegre, RS.
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Sementes imersas em agua a 30 °C por 24 horas

Retirada da agua

Corte longitudinal

I mm
Com auxilio de microscopio l

Imersdo em solugdo de 0,1% de CSIereoscopico

2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio Selegdo de uma metade ) ] )

Avaliagdo da integridade
4= 4=
Com auxilio de microscopio
estereoscopico
Triplice lavagem das sementes com agua
‘ - ‘ Avaliagao da
viabilidade

APENDICE 10. Teste de tetrazlio em sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-
Hil.): sementes imersas em agua ultrapurificada a 30 °C por 24 horas para
facilitar o corte; retirada da agua; realizado corte longitudinal com o auxilio
de pinca e bisturi; avaliagdo visual da integridade das duas metades de cada
semente com auxilio de microscopio estereoscépico; imersdo de uma
metade de cada semente integra em solucédo de 0,1% de 2,3,5 trifenil cloreto
de tetrazélio por 24 horas a 35 °C, triplice lavagem das sementes com agua
ultrapurificada e avaliacdo visual das sementes para determinar a
viabilidade. Porto Alegre, RS.
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0,5 mm
—

APENDICE 11. Avaliacdo da integridade de sementes de erva-mate (llex paraguariensis
A.St.-Hil.): ndo integras - vazia somente com o endocarpo (A); vazia
contendo menos de 50% dos tecidos (seta preta) (B); predada com presenca
de orificio (seta preta) (C); deteriorada com endosperma ressecado (D);
deteriorada com com tecido gelatinoso (E, F, G); deteriorada com
endosperma e embrido escurecido (H); deteriorada com embrido degradado
(seta preta) (1); e integras - endosperma de consisténcia firme sem embrido
visivel (J); endosperma de consisténcia firme e embrido visivel (seta preta)
(K). Porto Alegre, RS.
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APENDICE 12. Determinac&o da viabilidade de sementes de erva-mate (llex paraguariensis
A.St.-Hil.) pela analise com sal de tetrazolio: viavel - com endosperma
firme e colorido, com embrido visivel, sem danos e com consisténcia firme
(A); ndo viaveis — endosperma colorido sem embrido visivel (B);
endosperma colorido e embrido ndo colorido (C); endosperma néo colorido
e embrido colorido (D); endosperma néo colorido e embrido ndo colorido

(E); endosperma ndo colorido sem embrido visivel (F). Porto Alegre, RS.

—

APENDICE 13. Casos raros encontrados durante a avaliacio da integridade e viabilidade de

sementes de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil): endocarpo e
tegumento, sem endosperma e embrido (A); endosperma e embrido com a
metade do tamanho do endocarpo (B); semente viavel com dois embrides
(C); pirénio com duas sementes (tegumento + endosperma) (D e E); pirénio
com duas sementes, porém uma integra com embrido visivel (seta branca) e

outra degradada (F). Porto Alegre, RS.
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Estratificacao das sementes em
areia + 4,0 g L™ de Basacote Plus

Limpeza das sementes

Secagem das sementes Armazenamento 6M® (16-8-12 + 2) por 6 meses
gem ¢ a5+2°C —
—
- [.}i‘.] -
DO
oLV

!

. Lavagem do Retirada das sementes
Manutengio das bandejas sob Semeadura de 5 excesso de areia da estratificagdo

tela de sombreamento sementes por tubete —~

Avaliagdes:
- Altura das mudas (H)
- Diametro do coleto (DC)
- Numero de folhas (NF)
- Area foliar (AF) > - E;I\S/Ilfzﬁ
- Massa seca parte aérea : 10D

Calculadas relagdes:
- RHDC

(MSPA), sistema radicular
(MSR) e total (MST)

Doses de fertilizante de liberagao controlada
(Basacote® Mini 6M 13-6-16 + 1,4)

APENDICE 14. Capitulo 6 - Fertilizante de liberacdo controlada no crescimento de mudas

de erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil): Limpeza das sementes,
secagem das sementes, armazenamento em vidros tipo snap cap a5 + 2 °C,
estratificacdo em areia + 4 g L™ de adubo de liberagdo controlada por seis
meses, retirada das sementes da estratificacdo e lavagem do excesso de
areia, semeadura de cinco sementes por tubete, bandejas mantidas cobertas
com tela de sombreamento preta com interceptacdo luminosa de 50%,
disposta 50 cm acima da parte superior das bandejas durante sete meses,

mudas avaliadas apés oito meses de cultivo. Porto Alegre, RS.
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