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RESUMO

llex paraguariensis A.St.-Hil. € uma espécie arbdrea, nativa e amplamente
consumida e cultivada no Brasil, Paraguai e Argentina. Considerada um dos
componentes dos sistemas tradicionais silviculturais mais antigos, a espécie
apresenta reconhecida importancia ecologica/ambiental, econémica, social e cultural
para os trés estados do Sul do Brasil. Seu consumo tradicional se da pelo preparo de
bebidas tonicas e estimulantes, como o chimarrao, tereré e cha mate. Em fungao da
sua versatilidade quimica, a erva-mate vem se destacando no cenario mundial, sendo
utilizada com sucesso na farmacologia, industria alimenticia e cosmética, com
reconhecimento cientifico em relacdo aos seus beneficios a saude humana. Com essa
crescente demanda, é necessario que a renovagao e implantagdo de novos ervais
seja realizada com materiais genéticos de qualidade, bem como ter as suas
caracteristicas quimicas conhecidas, a fim de proporcionar maior produtividade dos
plantios e maior qualidade do produto final. Neste sentido, existem varios gargalos
que podem ser explorados pela silvicultura da erva-mate, e alguns desses foram
tratados no presente estudo. No Capitulo | foi estudada a diferenciagdo e
caracterizacao fisica de frutos e pirénios, a viabilidade e desenvolvimento embrionario
de pirénios, anatomia foliar e os compostos bioativos em folhas (capacidade
antioxidante, compostos fendlicos totais, metilxantinas e acidos cafeoilquinicos) de
cinco morfotipos de erva-mate: sassafras, verde escuro, verde fosco, cinza e
peludinha. Concluiu-se que: ha diferengas entre os frutos e pirénios entre os lotes
estudados; Todos os morfotipos apresentaram elevada atividade antioxidante e teores
de compostos fendlicos totais; o teor de cafeina diferiu significativamente entre os
morfotipos verde escuro e peludinha; A deposi¢céo e configuragdo da cuticula na face
adaxial foi a principal diferenca observada pela anatomia foliar entre os morfotipos. O
Capitulo Il teve como objetivos avaliar diferentes temperaturas (camara fria a 5 °C,
camara seca a 15 °C e viveiro), substratos (areia e papel germitest) e periodos (0, 90
e 180 dias) como métodos alternativos de estratificacdo na superagado da dorméncia
embrionaria de pirénios de erva-mate. De maneira geral, os métodos utilizados foram
eficientes para manutencdo da viabilidade dos pirénios. A estratificacdo a 5 e 15 °C
por 90 dias possibilitou o desenvolvimento embrionario até o estagio pos-coragéo. A
estratificacdo convencional foi o Unico método que apresentou embrides em estagio
maduro. O Capitulo Il objetivou avaliar a influéncia da sazonalidade (quatro estacdes
do ano) nos teores de compostos bioativos e no enraizamento de estacas de 19
gendtipos, bem como, a correlagéo entre esses compostos e a rizogénese da erva-
mate. Concluiu-se que o potencial de enraizamento e os teores de compostos
bioativos sofrem variagao entre os gendtipos e entre as épocas do ano. Primavera e
verao proporcionaram maiores porcentagens de enraizamento e maiores teores de
compostos, sendo que os compostos bioativos estudados n&o apresentaram
correlagdo com o enraizamento das estacas. E por fim, o Capitulo IV objetivou analisar
a influéncia da tosta da erva-mate nos teores de compostos bioativos de diferentes
gendtipos e a aceitagcado por consumidores de cha mate cafeinados ou descafeinados.
Os resultados indicaram que o processo de tosta influenciou significativamente nos
teores de compostos bioativos dos chas, bem como houve diferengas significativas
entre os genodtipos. De maneira geral, os chas descafeinados tiveram melhor
aceitagao do que os chas cafeinados.

Palavras-chave: Superagcao de dorméncia. Metabdlitos secundarios. Melhoramento
genético da erva-mate. Producédo de mudas. Selec&o de gendtipos.



ABSTRACT

llex paraguariensis A.St.-Hil. is a tree species, native and widely consumed,
cultivated and planted in Brazil, Paraguay and Argentina. Considered one of the
components of the oldest traditional silvicultural systems, yerba mate has been
recognized by ecological/environmental, economic, social and cultural importance in
the three states of southern Brazil. Its traditional consumption is given by the
preparation of tonic and stimulating drinks, such as chimarrdo, tereré and mate tea.
Due to its chemical versatility, yerba mate has been standing out on the world stage,
being used successfully in pharmacology, food and cosmetics industry, with scientific
recognition in relation to its benefits to human health. With this growing demand, it is
necessary that the renovation and implantation of new mate plantations be carried out
with high quality genetic materials, as well as having known chemical characteristics,
in order to provide greater productivity and higher quality of the final product. In this
sense, there are several bottlenecks that can be exploited by yerba mate silviculture,
and some of these were treated in the present study. In chapter | we studied physical
differentiation and characterization of fruits and pyrenes, embryonic viability and
embryos development of pyrenes, leaf anatomy and bioactive compounds in leaves
(antioxidant capacity, total phenolic compounds, methylxanthines and caffeoylquinic
acids) of five yerba mate morphotypes: sassafras, dark green, dull green, gray and
peludinha. We concluded that: there are differences between fruits and pyrenes of the
studied lots; All morphotypes showed high antioxidant activity and total phenolic
compounds; Caffeine content differed significantly between dark green and peludinha
morphotypes; The deposition and configuration of the cuticle of the adaxial face was
the main difference observed by the leaf anatomy between morphotypes. Chapter |l
aimed to evaluate different temperatures (cold chamber at 5 °C, dry chamber at 15 °C
and greenhouse), substrates (sand and germitest paper) and periods (0, 90 and 180
days) as alternative stratification methods for overcoming embryonic dormancy in
yerba mate pyrenes. In general, the methods used were efficient to maintain pyrenes
viability. Stratification at 5 and 15 °C for 90 days favors embryonic development until
the post-heart stage. Conventional stratification was the only method that presented
mature embryos. Chapter Ill aimed to evaluate the influence of seasonality (four
seasons) on the of bioactive compounds contents and the cuttings rooting in 19
genotypes, as well as the correlation between these compounds and the rhizogenesis
of yerba mate. We concluded that rooting potential and bioactive compounds contents
vary between genotypes and seasons. Spring and summer provided higher
percentages of rooting and higher levels of compounds, and the bioactive compounds
did not show correlation with rooting cuttings. Finally, Chapter IV aimed to analyze the
influence of yerba mate toasting on bioactive compounds contents in different
genotypes and the acceptance by consumers of caffeinated or decaffeinated mate tea.
The results indicated that toast process significantly influenced the levels of bioactive
compounds in teas, as well as a difference between genotypes. In general,
decaffeinated teas were better accepted than caffeinated teas.

Keywords: Overcoming dormancy. Secondary metabolites. Yerba mate breeding.
Seedling production. Genotypes selection.
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1 INTRODUGAO GERAL

A familia Aquifoliacea é extensivamente distribuida nas regides tropicais e
temperadas do planeta, com vasta importadncia econbémica e diversos usos
(GOTTLIEB et al., 2005, p. 352; YANG et al., 2015, p. 733), destacando-se o género
llex com cerca de 700 espécies (SPICHIGER et al., 1993, p. 463). Dentre as espécies,
a importancia de llex paraguariensis A.St.-Hil é notdria, sendo considerada um dos
componentes dos sistemas tradicionais silviculturais mais antigos da regido sul do
Brasil (ROSSA et al., 2017, p. 1366). Nativa e amplamente consumida na América do
Sul, o cultivo da erva-mate abrange os paises Brasil, Argentina e Paraguai (OLIVEIRA,;
ROTTA, 1985, p. 24). Tipica da Floresta Ombréfila Mista, no Brasil, sua ocorréncia
natural se da predominantemente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana e regiao sul do Mato Grosso do Sul (CARVALHO, 2006, p. 459; DIAZ, 2013,
p. 27).

Largamente consumida, a erva-mate é responsavel por uma das atividades
econdmicas extrativistas de maior importancia para o Pais, impulsionando a economia
de muitos municipios do sul do Brasil. No ano de 2018, a erva-mate gerou o segundo
maior valor de produgéo entre os produtos ndo madeireiros (36,7%), com colheita de
393 mil toneladas, sendo o Parana o maior produtor (IBGE, 2019, p. 08). Somando-
se as areas plantadas e de extrativismo, a erva-mate torna-se o principal produto ndo
madeireiro na Regido Sul, e seu potencial econdmico, social e ecolégico gera
emprego e renda, especialmente para pequenos e médios produtores rurais
(MOSELE; RODIGHERI; PENTEADO JUNIOR, 1994, p. 07). A sua importancia
socioecondmica esta principalmente baseada na rusticidade da planta, quando
comparada aos cultivos agricolas em geral, motivando sua producao e fixacdo do
homem ao campo (VIDOR et al., 2002, p. 416).

O consumo tradicional da erva-mate se da pelo uso das folhas e ramos finos
no preparo de bebidas tbnicas e estimulantes, a partir da infusdo a quente, o
chimarrdo, ou a frio, o tereré, e da tosta das folhas, obtendo-se o cha mate
(SAIDELLES et al., 2010, p. 259). Além dos usos tradicionais, o cenario atual
demonstra que a potencialidade da erva-mate é crescente, sendo aplicada com
sucesso para fins fitoterapicos, cosméticos, estéticos e culinarios (HECK; DE MEJIA,
2007, p. 140; GODOY et al., 2013, p. 801; ALKHATIB; ATCHESON, 2017, p. 882;
BARBOZA; CAZAL, 2018, p. 01). Neste sentido, a versatilidade de produtos que
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podem ser obtidos a partir da erva-mate tem despertado interesse do mercado
nacional e internacional, abrindo oportunidades para o desenvolvimento de pesquisas
cientificas relacionadas a silvicultura da espécie, que tragam resultados objetivos e
praticos, a fim de atender novas demandas.

A espécie contém inumeros compostos bioativos, responsaveis por diversos
beneficios a saude humana (HECK; DE MEJIA, 2007, p. 138). Estudos destacam as
propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria, anticarcinogénica, auxiliando também
no controle da obesidade, além de ser diurético e energético. Esses e outros
beneficios sado atribuidos a erva-mate principalmente pela gama de compostos
quimicos presentes em suas folhas, especialmente aos pertencentes a classe das
metilxantinas, saponinas, taninos e compostos fendlicos (HECK; DE MEJIA, 2007, p.
138; CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016, p. 442; ALKHATIB; ATCHESON, 2017, p.
01; GOMEZ-JUARISTI et al., 2018, p. 1028). Dentre os compostos de interesse
destaca-se a cafeina, produzida a partir do metabolismo secundario das plantas, e
que atualmente tem despertado a atengao de consumidores e de produtores de erva-
mate.

A cafeina é considerada um composto estimulante, encontrada em diversas
bebidas e suplementos, e sua presenga € muitas vezes requerida pelos beneficios
conferidos a ela, tais como resisténcia fisica, redugao da fadiga e aumento da atencéo
e concentracdo mental (HECKMAN et al., 2010, p. 77). Em contrapartida, os baixos
teores desse composto sao alvo da preferéncia de outros consumidores, que buscam
produtos descafeinados, dado a ocorréncia de problemas associados a insénia,
hiperatividade, azia e taquicardia (HECKMAN et al., 2010, p. 81; VALDUGA et al.,
2019, p. 481). O consumo de produtos cafeinados é contraindicado em casos de
doencgas cardiovasculares graves, ulceras, tensado nervosa e insénia (CASSEL et al.,
2010, p. 656) e a versao de produtos com baixos teores ou até mesmo descafeinados
€ uma alternativa para esse publico.

Além dos beneficios da cafeina, os compostos fendlicos atuam de diversas
maneiras na saude humana, apresentando atividades como antioxidantes, anti-
inflamatoria, antialergénica, atuando também na inibicdo de tumores (CHAICOUSKI
et al., 2014, p. 34). |. paraguariensis € fonte natural de compostos fendlicos,
especialmente devido a classe dos acidos clorogénicos e seus derivados, sendo que
esses compostos sdo os principais responsaveis pela elevada atividade antioxidante
(RIACHI; DE MARIA, 2017, p. 309). Do ponto de vista comercial, diferentes teores de
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cafeina e elevados teores de compostos fendlicos sao interessantes por
proporcionarem uma gama maior de produtos e aplicagdes potenciais, sendo esse um
importante mercado a ser explorado. Neste sentido, a silvicultura pode auxiliar na
selegcao e obtencgao de individuos que apresentem esses e outros compostos.

Em fungdo das inumeras aplicabilidades e interesses de consumo, ha uma
crescente preocupacao para que os plantios de erva-mate consigam fornecer e suprir
a demanda atual, especialmente buscando atender as expectativas de produtividade
e do padrao de qualidade exigidos pelo mercado mundial. Para atingir esses objetivos
€ indispensavel a utilizacdo de mudas de elevado padrao genético, obtidas a partir de
selecao de genotipos superiores, além da qualidade fisiolégica e sanitaria, que irdo
contribuir para maior produtividade e melhor perfil da matéria-prima a ser produzida
(DUARTE et al.,, 2019, p. 06). Assim, existem varios gargalos que podem ser
explorados pela silvicultura da erva-mate, sendo alguns deles tratados no presente
estudo.

Com relagédo a propagacédo da espécie, podem ser observados problemas
tanto relacionados as sementes quanto a propagacgao vegetativa. A formagao ou
renovagcao dos ervais ainda se da em grande parte por mudas produzidas por
sementes, entretanto, a dorméncia embrionaria torna a germinagao lenta e irregular.
Assim, estudos visando alternativas para superagao dessa dorméncia, acelerando e
trazendo homogeneidade para o processo germinativo e formagao das mudas, s&o de
grande relevancia, pois a produgao via sementes € uma opg¢ao facil, que demanda
pouca tecnologia e com baixos custos, sendo efetiva para os pequenos viveiros e
produtores.

Agora, quando se pensa em plantios destinados a produtos especificos,
especialmente relacionados a composi¢ao quimica, como um chimarrdo mais suave,
cha mate descafeinado ou até mesmo para a industria quimica, a aplicagdo das
técnicas de propagacgao vegetativa € indispensavel, pois permite a propagagao clonal
e massal de gendtipos de interesse. Dentro desse aspecto, podem ser estudados
diversos pontos, como a determinacdo de individuos que apresentem um perfil
fitoquimico de interesse, época apropriada para a colheita da matéria-prima, além das
questbes efetivas de producdo de mudas, como enraizamento, influéncia da
sazonalidade e composigao quimica no processo rizogénico.

O conhecimento acerca da silvicultura da erva-mate, abrangendo aspectos de

producdo de mudas, caracterizagdo e selecdo de gendtipos de interesse,
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caracterizacao de perfis fitoquimicos, bem como a aceitagdo por consumidores de
produtos diferenciados, se torna cada vez mais necessario, para que se possa
produzir matéria-prima de melhor qualidade, visando atender os diversos mercados e
produtos em potencial. Além disso, serve como suporte para selegdo de matrizes com
caracteristicas desejadas, implantagdo de areas de produgdo mais produtivas, como
também o planejamento adequado de toda a cadeia produtiva da erva-mate.

Diante dessa problematica, esta tese foi estruturada em quatro capitulos, a

fim de melhor abordar algumas das demandas relacionadas a cultura da erva-mate:

- O Capitulo |, intitulado Morfotipos de erva-mate: caracterizagdo biométrica
de frutos e pirénios, anatomia foliar e compostos bioativos apresenta a diferenciacao
e caracterizagdo de cinco morfotipos de I. paraguariensis, com base em analises
fisicas de frutos e pirénios, viabilidade e estagio embrionario de pirénios, anatomia

foliar e teores de compostos bioativos;

- O Capitulo Il intitula-se Alternativas para superagcdo de dorméncia
embrionaria de pirénios de erva-mate e estuda a combinagcdo de temperaturas,
substratos e periodos de estratificacdo como métodos alternativos visando acelerar o

desenvolvimento embrionario dos pirénios;

- O Capitulo Ill, que se intitula Variagdo sazonal de compostos bioativos e do
enraizamento em genodtipos de erva-mate, trata da avaliagcdo do potencial de
enraizamento e dos teores de compostos bioativos, especialmente a cafeina, além
das diferencgas entre gendétipos, e como essas alteracdes ocorrem nas quatro estagdes

do ano;

- E por fim, o Capitulo IV, intitulado Cha mate cafeinado e descafeinado: efeito
da tosta nos teores de compostos bioativos e aceitagdo por consumidores, aborda a
potencialidade de produtos diferenciados oriundos da erva-mate, especialmente

relacionados as caracteristicas quimicas e aceitagao.
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CAPITULO|

2 MORFOTIPOS DE ERVA-MATE: CARACTERIZAGAO BIOMETRICA DE FRUTOS
E PIRENIOS, ANATOMIA FOLIAR E COMPOSTOS BIOATIVOS

RESUMO

Ha uma ampla variacdo fenotipica em plantas de llex paraguariensis,
especialmente relacionadas a cor das folhas e presenca de tricomas, sendo essas
caracteristicas agrupadas e as plantas denominadas morfotipos. Devido a escassez
de informagbes acerca das diferengas entre esses grupos, objetivou-se a
caracterizacao e diferenciacdo fisica de frutos e pirénios, da viabilidade e
desenvolvimento embrionario de pirénios, anatomia foliar e de compostos bioativos
de cinco morfotipos de llex paraguariensis: sassafras, verde escuro, verde fosco, cinza
e peludinha. Para as analises fisicas de frutos e pirénios determinou-se a biometria,
grau de umidade, numero de pirénios por quilo, peso de mil pirénios e massa fresca e
seca dos frutos. Para determinacdo da viabilidade e das fases de desenvolvimento
embrionario utilizou-se o teste de tetrazdlio. Para a caracterizagao anatbmica de
folhas utilizou-se microscopia de luz, fluorescéncia e microscopia eletrbnica de
varredura. Nas avaliagbes de compostos bioativos foram determinados a capacidade
antioxidante, compostos fendlicos totais, metilxantinas e acidos cafeoilquinicos, a
partir de extratos aquosos das folhas. Houve diferencas significativas para os
aspectos biométricos de frutos e pirénios entre os lotes, sendo que o lote sassafras
apresentou as maiores médias de tamanho e massa fresca de frutos. O grau de
umidade médio dos frutos foi de 64,5% e a umidade média dos pirénios de 10%. O
peso médio de mil pirénios foi de 7,2 g, com numero médio de pirénios por quilo de
138.841. A deposigao de cera e configuragéo da cuticula na face adaxial foi a principal
diferenca observada pela anatomia foliar entre os morfotipos. O morfotipo peludinha
se diferencia, na face abaxial, pela presenca de tricomas tectores. Todos os
morfotipos apresentaram elevada atividade antioxidante e teores de compostos
fendlicos totais. O morfotipo verde escuro apresentou os maiores teores de cafeina
(20,4 mg.g"), diferindo significativamente apenas do morfotipo peludinha (8,78 mg.g-
1). Os resultados encontrados s&o de grande relevancia para silvicultura de erva-mate
e apresentam grande potencialidade na obtengao de produtos diferenciados.

Palavras-chave: Teste de tetrazolio. Morfologia de frutos e sementes. Metilxantinas.
Selegéo de gendtipos. Compostos fendlicos.

ABSTRACT

There is a wide phenotypic variation in llex paraguariensis plants, especially
related to leaves color and presence of trichomes and, when these characteristics are
grouped, and these plants are called morphotypes. Due to the fact that there is little
information about the differences between these groups, we characterized and
differentiated fruits and pyrenes, pyrenes viability and embryonic development, leaf
anatomy and bioactive compounds of five morphotypes of I. paraguariensis: sassafras,
dark green, dull green, gray and peludinha. For the physical analysis we determined
fruits and pyrenes biometrics, moisture content, number of pyrenes per kilo, weight of
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one thousand pyrenes and fruits fresh and dry weight. To determine viability and
embryonic development phases, we used the tetrazolium test. For leaves anatomical
characterization we used light microscopy, fluorescence and scanning electron
microscopy. We determined the bioactive compounds evaluations, antioxidant
capacity, total phenolic compounds, methylxanthines and caffeoylquinic acids from
leaves aqueous extracts. We found significant differences for biometric characteristics
of fruits and pyrenes between morphotypes, where sassafras showed the highest
mean size and fruits fresh weight. Average moisture content of fruits and pyrenes was
64.5% and10%, respectively. Thousand pyrenes average weight was 7.2 g, with an
average number of pyrenes of 138,841 per kilo. Deposition and configuration of adaxial
face cuticle was the main difference observed by leaf anatomy between morphotypes.
The peludinha morphotype differs, on the abaxial face, by the presence of non-
glandular trichomes. All morphotypes showed high antioxidant activity and total
phenolic compounds contents. Dark green morphotype showed the highest levels of
caffeine (20.4 mg.g™"), differing statistically only from peludinha morphotype (8.78
mg.g'). The results found are of great relevance for yerba mate silviculture and have
great potential in obtaining differentiated products.

Keywords: Tetrazolium test. Fruits and seeds morphology. Methylxanthines.
Genotypes selection. Phenolic compounds.

2.1 INTRODUGCAO

Amplamente consumida e comercializada no sul do Brasil e nos paises do
Mercosul, llex paraguariensis A.St.-Hil. é responsavel por uma das atividades
econdmicas extrativistas de maior importancia para o Pais. No ano de 2018, a erva-
mate gerou o segundo maior valor de producéo entre os produtos ndo madeireiros
(36,7%), com colheita de 393 mil toneladas, sendo no Parana onde ocorre a maior
producao (IBGE, 2019, p. 08). A principal matéria-prima proveniente da erva-mate
provém das folhas e galhos finos, ricos em compostos bioativos € com inumeras
aplicabilidades.

O consumo tradicional da erva-mate se da pelo chimarrao, pelo tereré e pelo
cha mate, bebidas tonicas e estimulantes muito apreciadas (SAIDELLES et al., 2010,
p. 259), que comprovadamente trazem inumeros beneficios a saude humana. As
infusbes produzidas a partir de suas folhas apresentam elevada capacidade
antioxidante e outras acdes benéficas em funcao dos diferentes compostos presentes,
como metilxantinas, saponinas, minerais, acidos fendlicos e seus derivados (HECK;
DE MEJIA, 2007, p. 140).

Ha uma grande variagao fenotipica observada em plantas de erva-mate, seja

em populagdes naturais ou plantios comerciais, sobretudo relacionadas as
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caracteristicas de cor do talo, tamanho, pilosidade e cor das folhas (RESENDE;
STURION; MENDES, 1995, p. 02). Comumente, produtores e ervateiros agrupam as
plantas que apresentam semelhancas na coloragdo das folhas e na presenca de
pelos, denominando esses grupos de morfotipos. A literatura sobre morfotipos de
erva-mate é restrita, sendo observados poucos estudos, como os realizados por
Reginatto et al. (1999, p. 443), Coelho; Athayde; Schenkel (2001, p. 153), Borille;
Reissmann; Freitas (2005, p. 189) e Wendling et al. (2016, p. 243).

Ainda com relagao as variacdes fenotipicas, sdo observadas trés variedades
boténicas descritas para erva-mate: [. paraguariensis var. vestita Loes., I
paraguariensis var. sincorensis Loes. e |. paraguariensis var. paraguariensis, sendo
as duas primeiras restritas a regides geograficas especificas (COELHO; ATHAYDE;
SCHENKEL, 2001, p. 153). A variedade sincorensis ocorre na Bahia, em altitudes
acima de 1800 metros e suas caracteristicas n&o sdo relatadas na literatura. A
variedade vestita ocorre no nordeste do Parana e sudoeste de Sao Paulo, em regiao
com cerrado e vegetagao de transigao, e é caracterizada pela presenca de pilosidade
nas folhas e ramos. Ja a variedade paraguariensis é considerada a genuina erva-mate
(COELHO; ATHAYDE; SCHENKEL, 2001, p. 153).

Em funcao dessa diversidade fenotipica, Mattos (1985, p. 39) afirma que ha
certa dificuldade do ponto de vista sistematico, levando aos menos familiarizados a
atribuirem novas espécies, variedades ou formas as diferengas de um individuo para
outro. A polimorfia da erva-mate pode estar relacionada as variagdes ecoldgicas, a
propria peculiaridade da espécie ou a uma reacao da planta aos cortes sucessivos na
exploragéo (MATTOS, 1985, p. 39). Ainda, com a produgéo comercial em larga escala,
outra suposic¢ao para a grande diversidade morfologica seria a migragao antropica de
genotipos de diversas origens e subsequentes cruzamentos.

Com o crescente mercado e potencialidades da espécie, € imprescindivel a
realizagao de pesquisas que visem atender as diversas areas da cultura da erva-mate,
seja na producado de mudas, no aumento da produtividade em campo, melhoria do
perfil quimico ou para estabelecimento de programas de melhoramento genético.
Neste sentido, conhecer as peculiaridades de cada morfotipo, € essencial para
prospec¢ao de mercados e produtos futuros, podendo vir a fornecer erva-mate para
chimarrao e blends de cha mate diferenciados e com maior valor agregado.

Diante da importancia econdémica, social e ecologica da erva-mate, torna-se

indispensavel investigar se, além das diferencas observadas na coloragcéo das folhas
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dos morfotipos, ha outras variagdes que podem ser diagnosticadas e caracterizadas.
Assim, o presente estudo objetivou avaliar a diferenciacéo e caracterizagao fisica de
frutos e pirénios, a viabilidade e desenvolvimento embrionario de pirénios, anatomia

foliar e compostos bioativos de cinco morfotipos de llex paraguariensis.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal

Os frutos e folhas foram coletados entre os meses de fevereiro de 2018 e
junho de 2019, em um teste de procedéncias e progénies instalado em 1997
(WENDLING et al., 2018, p. 280), no municipio de lvai, Parana (25° 01’ S, 50° 47’ W
e 650-750 m altitude). Foram estudados cinco morfotipos de erva-mate: sassafras,
verde escuro, verde fosco, cinza e peludinha, descritos por Wendling et al. (2016,
p. 243), selecionando-se apenas individuos com a caracteristica do morfotipo bem

evidente e marcante.

2.2.2 Coleta, beneficiamento e analises fisicas de frutos e pirénios

Foram estudados quatro lotes, dentre estes, trés morfotipos (sassafras, verde
escuro e verde fosco), a partir da selegédo de 10 individuos para cada morfotipo e um
lote denominado “mix”, composto por frutos de aproximadamente 30 individuos,
selecionados aleatoriamente na area (sem considerar o morfotipos destas matrizes).
Para todos os lotes, foi respeitada a distancia minima de 30 metros entre plantas
coletadas. Nao foram observados frutos em individuos dos morfotipos cinza e
peludinha.

As analises e beneficiamento foram realizadas no Laboratério de Sementes
Florestais da Universidade Federal do Parana. A caracterizacdo biométrica dos frutos
foi realizada com quatro repetigdes de 50 frutos frescos, determinando-se com auxilio
de paquimetro digital o didmetro cruzado (mm) e a altura (mm), nas linhas medianas
dos frutos, e a massa (g) em balanca de precisdo (0,001 g). Posteriormente, a
despolpa foi em agua corrente, com auxilio de peneiras, e os pirénios (endocarpo +
semente) deixados para secar em ambiente natural de laboratério por

aproximadamente cinco dias. A biometria dos pirénios foi realizada com quatro
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repeticoes de 50 unidades frescas, tomando-se comprimento, altura e espessura
(mm) nas linhas medianas.

O grau de umidade dos frutos foi determinado pelo método de estufa a
105 + 3 °C por 24 horas, com quatro repeticdes de 25 frutos para cada lote. O grau de
umidade dos pirénios foi determinado seguindo-se a Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009, p. 309), também pelo método de estufa, com quatro
repeticoes de 100 pirénios para cada lote. Ainda, foram determinados o peso de mil

pirénios e o numero de pirénios por quilo (BRASIL, 2009, p. 346).

2.2.3 Viabilidade e estagio embrionario dos pirénios

Os estudos de viabilidade e estagio embrionario foram realizados no
Laboratério de Sementes Florestais da Universidade Federal do Parana. Para tanto,
pirénios frescos foram submetidos ao teste de tetrazolio 20 dias apds a colheita e
beneficiamento. Para cada lote foram utilizadas quatro repeticdes de 50 pirénios. O
teste seguiu as etapas descritas nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009, p. 226), com algumas adaptagdes, sendo:

1°) Pré-condicionamento: pirénios inteiros imersos em agua destilada a
temperatura de 35 °C por 18h; 2°) Exposigdo dos tecidos para coloragéo: pirénios
cortados no eixo longitudinal, expondo levemente o endosperma; 3°) Coloragdo em
solucao de 2, 3, 5-trifenil cloreto de tetrazdlio: pirénios excisados imersos em solugao
de tetrazélio, em concentracao de 1%, e acondicionados no escuro, por 18h a 30 °C;
4°) Avaliagao: com auxilio de lupa estereoscopica e bisturi, os embrides dos pirénios
foram avaliados quando a sua coloragao (brancos: inviaveis; rosa a vermelho: viaveis;
e deteriorados: pirénios que se ja se encontravam em deterioragao ou vazios) e quanto
ao estagio de desenvolvimento embrionario: globular, coragéo, pds-coragao, torpedo
ou maduro (CATAPAN, 1998, p. 31; MIRESKI et al., 2019 p. 1357).

2.2.4 Caracterizagao anatébmica de folhas

As analises anatdbmicas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia Vegetal
do Departamento de Botanica, no Centro de Microscopia Eletrénica e no Centro de
Tecnologias Avangadas em Fluorescéncia, todos pertencentes a Universidade

Federal do Parana.
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Foram coletadas folhas maduras, do quarto ao oitavo né, de trés plantas de
cada morfotipo (sassafras, verde escuro, verde fosco, cinza e peludinha). A regido
mediana do limbo foliar foi fixada em FAAso (formaldeido 37%; acido acético glacial;
etanol 50%), desidratada em série alcodlica (60, 70, 80, 90 e 100%), emblocada em
historesina Leica® e, secionada em micrétomo de rotagdo. A coloragéo foi feita com
azul de toluidina (O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964, p. 368), sendo as laminas
observadas em microscopia de luz e em microscopio equipado com fluorescéncia.

Para a analise da epiderme em microscopia eletrénica de varredura (MEV) o
mesmo processo de fixagao e desidratacao das folhas foi utilizado. Posteriormente,
as amostras foram submetidas a secagem pelo método do ponto critico, aderidas em
suporte metalico com fita adesiva de carbono e posteriormente, metalizadas com ouro
e entdo analisadas em microscoépio eletrénico. Foram analisados e descritos: mesofilo

foliar, nervura central e epiderme (face abaxial e adaxial).

2.2.5 Caracterizacdo de compostos bioativos

As analises quimicas foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia da
Universidade Federal do Parana, e no Laboratério de Tecnologia de Produtos Nao
Madeiraveis da Embrapa Florestas. Para a caracterizagdo de compostos quimicos
foram coletadas folhas maduras e livres de injurias, em toda a circunferéncia da copa
de cinco morfotipos (sassafras, verde escuro, verde fosco, cinza e peludinha), em
junho de 2019. Foram selecionados 10 individuos de cada morfotipo, respeitando-se
uma distancia minima de 30 metros entre plantas. As folhas foram secas em micro-
ondas, por aproximadamente cinco minutos, e trituradas até a obtencao de pé fino e
homogéneo. Para a corregdo da massa utilizada nas analises quimicas, o grau de
umidade das amostras foi determinado em triplicada, com secagem em estufa a
105 °C até peso constante.

Para o extrato aquoso foram utilizados 10 mg de amostra moida, adicionados
2 mL de agua ultrapura agitando-se em vortex por 30 segundos. As extragcdes foram
realizadas em equipamento Thermomixer® a 60 °C e 300 rpm por uma hora e posterior
filtragem em filtro de nylon de 0,22 um. A partir do extrato foram determinados o teor
de compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante pelos radicais ABTS (2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil),

metilxantinas (cafeina e teobromina) e acidos cafeoilquinicos.
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2.2.5.1 Compostos fendlicos totais

Seguiu-se metodologia espectrofotométrica Folin-Ciocalteau (SINGLETON;
ROSSI, 1965, p. 144), com modificagbes. Em baldo volumétrico foram adicionados
0,1 mL de extrato, 6 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau,
agitando-se por 1 minuto. Apds, adicionou-se 2 mL de solugao aquosa de Na2COs a
15%, agitando-se por mais 30 segundos. O volume final foi ajustado com &gua
destilada para 10 mL. A reagdo permaneceu no escuro, em temperatura ambiente,
por 2 horas e posteriormente as absorbancias foram tomadas em espectrofotémetro
a 760 nm. A curva analitica foi obtida com acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdico)
entre as concentragdes de 0,25 e 13 mg.L" (R2 = 0,9988) e os resultados expressos

em mg Equivalentes ao Acido Galico por grama de amostra seca (ngEAG.g™").

2.2.5.2 Capacidade antioxidante (radicais ABTS e DPPH)

A capacidade antioxidante do extrato pelo radical ABTS foi determinada pela
reagdo de 10 mL de ABTS (7 mmol.L-') com 176 pL de persulfato de potassio (140
mmol.L™"), por 16 horas no escuro. Posteriormente, 1 mL dessa solugao foi adicionada
em tamp&o de acetato de sédio (80 mmol.L™'; pH 4,5), sendo a absorbancia da solugéo
ajustada para 0,70 + 0,05. A aliquota de 3 mL da soluc&o ajustada foi adicionada a
30 pL de extrato. As amostras foram mantidas no escuro por 2 horas, em temperatura
ambiente e as absorbancias tomadas em espectrofotometro a 734 nm (RE et al., 1999,
p. 1233; YIM et al., 2013, p. 277, com modificagdes).

A capacidade antioxidante do extrato via radical livre DPPH foi determinada
pela utilizagdo de 0,1 mL de extrato diluidos em 3,9 mL de solucdo metandlica de
DPPH (0,06 mmol.L") (ajustada para absorbancia de 0,50 + 0,05), mantidas por 30
minutos no escuro e em temperatura ambiente. Posteriormente, as absorbancias
foram tomadas em espectrofotdmetro a 515 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995, p. 26, com modificagdes).

As curvas analiticas foram obtidas com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), entre as concentragdes de 0 a 2500 umol.L™
(R?=0,9896) para a conversao da absorbancia do sequestro de radicais ABTS e entre
as concentragbes entre 0 e 1000 pymol.L-' (R* = 0,9868) para a conversdo da

absorbancia do sequestro de radicais DPPH. Os resultados foram expressos em pmol
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de Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox por grama de amostra seca
(umolTEAC.g ™).

2.2.5.3 Metilxantinas e acidos cafeoilquinicos

Para as analises cromatograficas foi utilizado um cromatégrafo liquido
Shimadzu® (UFLC) controlado pelo software LC Solution e equipado com injetor
automatico e detector de UV (SPD-20A). Para a separagao dos compostos utilizou-se
a coluna Shim-Pack CLC-ODS (M)® (250 x 4,6 mm, & 5 um), com pré-coluna Shim-
Pack CLC G-ODS® (10 x 4,0 mm, @ 5 uym), ambos Shimadzu®.

As condi¢des de separagao dos compostos presentes no extrato aquoso (20
uL de injegéo) foram: 30 °C com fluxo de 0,5 mL.min"" de eluente com a fase mével A
(H20: acido acético Alphatec® - 99,9: 0,1 v/v) e B (acetonitrila Merck® - 100%). O
comprimento de onda utilizado para deteccado do composto foi 280 nm (fixo). O
programa de eluigdo com gradiente foi: 0-15 min (3%B), 15-20 min (3-20% B), 20-40
min (20% B), 40-45 min (20-30% B), 45-55 min (30-100% B), 55-75 (100% B), 75-80
(100-3% B) e 80-95 (3% B).

A identificagdo e quantificagdo das metilxantinas cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina) foi realizada a partir de curvas
analiticas obtidas com padrées Sigma®, entre as concentragdes de 0 a 1,0 mg.mL"’
(R? = 0,9933) e de 0 a 0,5mg.mL" (R? = 0,9827) para cafeina e teobromina,
respectivamente. A identificagdo dos acidos cafeoilquinicos (acido 3-cafeoilquinico (3-
CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), acido 5-cafeoilquinico (5-CQA)) também foi
realizada com padrdao Sigma® e a semi quantificagdo foi obtida a partir de curva
analitica entre as concentragbes de 0 e 10 mg.mL"' de 3-CQA (R? = 0,9914). Os
resultados foram expressos em mg de composto por grama de amostra (mg.g™'), em

base seca.

2.2.6 Analises estatisticas

Todos os experimentos seguiram o delineamento inteiramente casualizado.
As analises fisicas dos frutos e pirénios, viabilidade e estagio embrionario foram
realizadas com quatro repeti¢cdes, sendo para as fases embrionarias contabilizadas

apenas pirénios viaveis. As analises dos compostos bioativos foram realizadas em
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triplicata. Os dados foram testados quanto a homogeneidade das variancias (teste de
Bartlett) e normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk). Havendo diferenga
significativa na analise de variancia (ANOVA), a comparacao de médias foi realizada
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As variaveis que nao atenderam
os pressupostos da ANOVA foram submetidos a analise ndo paramétrica, utilizando-

se o teste de Kruskal Wallis.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Analises fisicas de frutos e pirénios

Houve diferenga significativa para as variaveis diametro, altura e massa de
frutos, para quatro lotes estudados (TABELA 2.1). O lote do morfotipo sassafras
apresentou os maiores frutos, sendo as médias significativamente superiores aos
demais, exceto para a variavel altura, que nao diferiu significativamente do lote mix.
Os menores frutos foram observados no lote do morfotipo verde escuro. A maior
massa fresca foi observada nos frutos do morfotipo sassafras (0,2076 g). O grau de
umidade médio dos frutos foi de 64,5%, sendo que os valores apresentaram pequena
variagao, indicando semelhanca na maturacéo dos frutos e pirénios entre os lotes. Os
resultados de didmetro e massa fresca observados no presente estudo sdo maiores

do que os reportados por Brito et al. (2019, p. 05).

TABELA 2.1 - DIAMETRO, ALTURA, MASSA FRESCA, MASSA SECA E GRAU DE UMIDADE (GU)
DE FRUTOS DE QUATRO LOTES DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

Diametro Altura Massa fresca  Massa seca GU
Lote . N * o

(mm) (mm) (9) (9) (%)
Sassafras 6,99 a 6,29 a 0,2076 a 0,0726 a 65,03
Verde Escuro 6,39 c 575c 0,1722 c 0,0620 ¢ 63,97
Verde Fosco 6,77 b 592b 0,1869 b 0,0673 b 63,98
Mix 6,83 b 6,18 a 0,1927 b 0,0674 b 65,01
Média 6,74 6,03 0,1899 0,0674 64,50

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. * Teste de Kruskal Wallis.

Com os resultados de massa seca observa-se que a diferencga existente entre
os lotes esta relacionada ao lote e ndo ao grau de umidade dos frutos, sendo que

sassafras apresentou massa superior as demais (0,0726 g). De maneira geral, frutos
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maiores dao origem a sementes com maiores dimensdes, e para algumas espécies
florestais, estudos reportam que sementes maiores apresentam melhor germinacao,
vigor e produgédo de maiores plantulas (FLORES et al., 2014, p. 145; BISPO et al.,
2017, p. 370; ALBUQUERQUE; SANTOS; MACHADO, 2018, p. 55). Essa
caracteristica € de interesse tanto do ponto de vista ecologico quanto silvicultural,
entretanto, ndo sdo encontrados estudos neste sentido para erva-mate.

Pesquisas relacionadas aos frutos de erva-mate ainda sao incipientes,
entretanto, vém despertando interesse em fung¢ao dos inUmeros compostos quimicos
por eles produzidos (SCHUBERT et al., 2007, p. 876; FERNANDES et al., 2016,
p. 139; BRITO etal., 2018, p. 01; SILVA et al., 2018, p. 72). Dentre estes, as saponinas
tém sido foco de estudos recentes, sendo compostos provenientes do metabolismo
secundario das plantas, tendo como principais caracteristicas a acdo espumante,
detergente e emulsificante (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014, p. 16).

Além das saponinas, os frutos apresentam potencial antioxidante, presenca
de metilxantinas e compostos fendlicos (FERNANDES et al., 2016, p. 139), levantando
também hipoteses para futuras aplicagdes e atribuigao de valor a industria alimenticia.
Zanon (1988, p. 06) reporta que uma planta adulta pode produzir até 10 kg de frutos
quando cultivada a pleno sol e 5 kg em sub-bosque. Ainda é importante destacar que
os frutos sdo descartados do processo de producao de erva-mate por nao conferirem
boa qualidade ao produto final (SILVA et al., 2018, p. 72). Desta maneira, a utilizagao
destes para outros processos industriais seria uma maneira eficiente de
reaproveitamento de residuos, transformando o que seria rejeitado em uma matéria-
prima de elevada potencialidade.

Com relagao aos pirénios, houve diferenca significativa entre os lotes para as
variaveis comprimento, largura e espessura (TABELA 2.2). O maior comprimento foi
para o lote mix e menor para os pirénios do morfotipo verde fosco. A maior largura foi
observada no lote verde escuro, diferindo significativamente somente do verde fosco.
A espessura foi maior para o lote mix e menor para o verde fosco. De maneira geral,
as dimensdes dos pirénios se mostraram bastante heterogéneas. O grau de umidade
médio dos pirénios frescos foi de 10%, o peso médio de mil pirénios apresentou
7,23 g, com numero médio de pirénios por quilo de 138.841 (TABELA 2.2).
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TABELA 2.2 - COMPRIMENTO, LARGURA, ESPESSURA, GRAU DE UMIDADE (GU), PESO DE MIL
PIRENIOS (P1000) E NUMERO DE PIRENIOS POR QUILOGRAMA (N°/KG) DE
QUATRO LOTES DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

Lote Corrzraziqr?*ento Laz;?ntqj)ra Espzre;qs)ura %}5 P1(8)00 N°/kg
Sassafras 3,95 bc 2,31 ab 1,80 bc 9,98 7,66 130.467
Verde Escuro 3,88b 2,36 a 1,83 ab 10,16 7,10 140.813
Verde Fosco 3,58 ¢ 2,29 b 1,78 c 9,87 6,61 151.300
Mix 4,00 a 2,33 ab 1,85 a 10,11 7,53 132.784
Média 3,85 2,32 1,81 10,03 7,23 138.841

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; *Teste de Kruskal Wallis.

Pode-se afirmar que os lotes dos morfotipos sassafras e lote mix
apresentaram as maiores médias de peso de mil pirénios e, consequentemente, o
menor numero de pirénios por quilo (TABELA 2.2). Os valores observados para a
caracterizacao fisica geral dos pirénios estdo de acordo com os mencionados pela
literatura (KUNIYOSHI, 1983, p. 40; CATAPAN, 1998, p. 33). Em termos silviculturais,
Zanon (1988, p.06) afirma que para obtencado de um quilo de pirénios sdo necessarios
de seis a nove quilos de frutos, podendo-se produzir em média de 12 a 15 mil mudas
com essa quantidade de sementes.

As diferengas biométricas observadas entre os lotes estudados, tanto nos
frutos quanto nos pirénios, podem ser atribuidas a variagdo genética, dado o
cruzamento entre individuos ndo aparentados na area de estudo. Cabe destacar que
este € o primeiro estudo que relata diferencas entre frutos e pirénios em morfotipos
de [|. paraguariensis. Assim, conhecer essas caracteristicas é de fundamental
importancia, especialmente para a silvicultura da erva-mate, pois a partir dessas
informagdes pode-se planejar a coleta e o beneficiamento de frutos e sementes, bem
como a produc¢ao de mudas. Além disso, serve como suporte para selecao de matrizes
com caracteristicas desejadas e para implantag¢ao de areas de produgao de sementes,
resultando em mudas de melhor qualidade, refletindo em maior produtividade dos

plantios.



37

2.3.2 Viabilidade e estagio embrionario dos pirénios

As variaveis porcentagem de embrides viaveis, embrides inviaveis e
deteriorados nao apresentaram diferenca significativa entre os lotes estudados
(FIGURA 2.1).

FIGURA 2.1 - PORCENTAGEM DE EMBRIOES VIAVEIS, INVIAVEIS E DETERIORADOS EM
PIRENIOS DE QUATRO LOTES DE llex paraguariensis A.St.-Hil.
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FONTE: A autora (2020).

A viabilidade inicial das sementes é caracteristica fundamental, seja no &mbito
ecologico ou silvicultural. A partir dessa variavel, pode-se predizer o sucesso da
espécie com relagdo a germinagcdo e estabelecimento de plantulas no cenario
ecoldgico natural, e a obtengado de mudas para produgédo comercial. Os resultados de
viabilidade inicial obtidos no presente estudo sdo superiores aos observados por
Catapan (1998, p. 55), Galindez et al. (2018, p. 03) e Mireski et al. (2019, p. 1359),
sendo desta maneira considerados satisfatorios para a espécie.

Com relagdo as fases de desenvolvimento embrionario, houve diferenca
significativa entre os lotes somente para o estagio torpedo, com maior porcentagem
para o lote do morfotipo verde fosco, ndo diferindo significativamente do lote mix
(TABELA 2.3). A fase embrionaria de coracao foi a mais representativa, com média
geral de 67,6% dos embrides neste estagio. Os resultados indicam heterogeneidade
no desenvolvimento embrionario, sendo observadas todas as fases nos pirénios
recém coletados, exceto embrides maduros, podendo isso estar relacionado a

variabilidade genética entre os individuos. O mesmo comportamento irregular é
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observado para floracdo, frutificacdo e amadurecimento dos frutos da espécie
(ZANON, 1988, p. 05).

TABELA 2.3 - PORCENTAGEM DENEMBRIOES VIAV~EIS EM ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO
GLOBULAR, CORAGCAO, POS-CORAGCAO E TORPEDO, EM PIRENIOS DE QUATRO
LOTES DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

Lote Globular Coracéao Pés-coracao Torpedo
(%) (%) (%) (%)
Sassafras 2,5a 65,0 a 28,5a 1,0b
Verde Escuro 0,0 a 75,0 a 23,5a 0,5b
Verde Fosco 3,5a 65,0 a 19,0 a 50a
Mix 0,5a 65,5a 29,0 a 2,0 ab

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Os resultados do presente estudo corroboram com os encontrados por Niklas
(1987, p. 51), relatando que em pirénios recém coletados de /. paraguariensis foram
observados 2,6% de embrides em estagio embrionario globular, aproximadamente
70,2 e 23,6% em estagios de coragao e pos-coragéo, respectivamente, seguidos de
2,6% em estagio de torpedo. Esses resultados podem direcionar questbes
relacionadas a coleta de sementes e producdo de mudas, pois de maneira geral,
quanto mais avancada a fase de desenvolvimento embrionario (mais préxima do

maduro), menor o periodo necessario entre estratificacdo e a germinagao.

2.3.3 Anatomia foliar

A diferenciacao entre os morfotipos se da pela coloracdo da folha, na face
adaxial, e pela presenca ou nao de tricomas na face abaxial. Reissmann et al. (2003,
p. 146) e Wendling et al. (2016, p. 243) descreveram as caracteristicas dos morfotipos
como: morfotipo sassafras — folnas com tonalidade verde escuro e extremo brilho na
face adaxial do limbo; morfotipo verde fosco — folhas com tonalidade verde mais claro
e opaco, auséncia de brilho na face adaxial; morfotipo verde escuro —tonalidade verde
escuro, auséncia de brilho na face adaxial da folha; morfotipo cinza — face adaxial com
tonalidade cinza-esverdeada; e morfotipo peludinha - presenca de pilosidade

especialmente na face abaxial (FIGURA 2.2).
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FIGURA 2.2 - MORFOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil. a) SASSAFRAS; b) VERDE FOSCO; c¢)
VERDE ESCURO; d) CINZA; e) PELUDINHA.

FONTE: A autora (2020). '

Com relagao as caracteristicas externas, a imagem de fluorescéncia revela
presenca de cuticula espessa, sendo maior na face abaxial (FIGURAS 2.3a e 2.3b).
Fermino Junior e Fockink (2017, p. 338) mencionam que a espessura da cuticula de
folnas de erva-mate nao apresentou diferencas quando submetidas a diferentes
intensidades luminosas. Duarte e Golambiuk (2008, p. 09) ressaltam que o sistema
de revestimento da folha de I. paraguariensis é recoberto por cuticula relativamente
espessada e estriada. No presente estudo, ainda com as caracteristicas externas, foi
observado que o padrao de estrias e revestimento adaxial das folhas sao diferentes
entre os morfotipos (FIGURA 2.4), sendo essa a principal diferenca anatémica

observada.
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FIGURA 2.3 - MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA MOSTRANDO DETALHES DA NERVURA
CENTRAL (a) E MESOFILO (b) FOLIAR DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Corte transversal; CT: Cuticula; FP: Fibras perivasculares; a) Imagem do morfotipo cinza; b)
Imagem do morfotipo sassafras.

Para o morfotipo sassafras (FIGURA 2.4a e 2.4b) a deposicdo de cera
epicuticular ocorre em forma de filamentos pouco definidos, com tendéncia para uma
cuticula mais lisa, com alguns granulos de cera dispersos. O morfotipo verde escuro
apresenta cuticula bastante estriada, com filamentos bem definidos e proeminentes e
poucos granulos de cera (FIGURA 2.4c e 2.4d). O morfotipo verde fosco, assim como
sassafras, apresenta cuticula lisa, com discretos filamentos unidirecionais e a
presenca de numerosos granulos de cera (FIGURA 2.4e e 2.4f). O morfotipo cinza é
caracterizado por leve estriamento, sendo os filamentos menos proeminentes do que
os observados para o verde escuro, com presenca de granulos de cera (FIGURA 2.49g
e 2.4h). O morfotipo peludinha apresenta estriamento bem pronunciado, com granulos
de cera, e a presenca de tricomas tectores, dispersos aleatoriamente pela face
adaxial, em baixa densidade (FIGURA 2.4i e 2.4j).
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FIGURA 2.4 - CARACTERIZACAO GERAL DA DEPOSICAO DE CERA EPICUTICULAR (imagens a
esquerda: a, ¢, e, g, i) E DETALHES (imagens a direita: b, d, f, h, j) NA FACE ADAXIAL
DE FOLHAS DE MORFOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil. POR MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA. SASSAFRAS (a, b); VERDE ESCURO (c, d); VERDE
FOSCO (e, f); CINZA (g, h); PELUDINHA (i, j).

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Corte paradérmico; Barra: 100 um (geral); 20 um (detalhes).

A face abaxial apresenta uma alta densidade estomatica, em sua grande
maioria estdmatos de tamanho semelhantes entre si, dentre esses, destacam-se

alguns estdomatos maiores (FIGURA 2.5a). Ndo foram observados estématos na face
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adaxial das folhas, corroborando com a descrigdo ja mencionada na literatura de que
I. paraguariensis apresenta folhas hipoestomaticas (RAKOCEVIC et al., 2011, p. 04).
Os mesmos autores observaram maior densidade estomatica em folhas produzidas a

pleno sol quando comparadas a densidade das folhas de sub-bosque.

FIGURA 2.5 - CARACTERIZAGCAO GERAL DA FACE ABAXIAL DE FOLHAS DE llex paraguariensis
A.St.-Hil. EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. a) PERFIL
ESTOMATICO; b) DETALHE DA NERVURA CENTRAL DO MORFOTIPO PELUDINHA,
ILUSTRANDO A PRESENCA DE TRICOMAS TECTORES.

gl
I

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Corte paradérmico; a) Imagem do morfotipo sassafras; b) Imagem do morfotipo peludinha;
Barra: 100 um (a); 200 um (b).

A face abaxial de todos os morfotipos mostrou-se bastante semelhante, além
da grande densidade estomatica, poros estomaticos sem obstrugao e poucos granulos
de cera dispersos foram observados (FIGURA 2.5a). O morfotipo peludinha se
diferencia, na face abaxial, pela presenca de tricomas tectores, em maior numero
especialmente no peciolo e nervuras (FIGURA 2.5b). Além da importancia
taxonbmica, os tricomas exercem papel fundamental na protecdo das plantas,
formando uma barreira natural contra herbivoros, radiagao, ataque de patdgenos e
excessiva transpiracdo, sendo que a distribuicdo e morfologia desse aparato
anatdmico é relacionada a diversos fatores, inclusive geograficos (XIAO et al., 2017,
p. 01).

Para erva-mate, os tricomas sdo descritos e atribuidos a variedade botanica
llex paraguariensis var. vestita, sendo sua principal caracteristica a presenga nas
folhas, inflorescéncias e superficie dos galhos (COELHO; ATHAYDE; SCHENKEL,
2001, p. 153). De acordo com esses autores, a variedade vestita ocorre naturalmente
no nordeste do Parana e no sudoeste de Sao Paulo, em regido de cerrado e de

transicdo vegetacional. Supde-se entdo que a presenca desses tricomas esta
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associada a origem da planta. Ndo ha registros de estudos sobre a manutencéo dessa
caracteristica apos propagagao seminal ou vegetativa da variedade vestita, tampouco
sobre a influéncia do ambiente nesta manutengao. Entretanto, ha relatos pessoais de
produtores e pesquisadores de que essa caracteristica persiste apds propagacao.

Como caracterizagdo geral, a epiderme foliar € unisseriada, com células
justapostas, apresentando maior didmetro periclinal na face adaxial. O mesofilo é
dorsiventral, com o parénquima paligadico composto por dois a trés estratos de células
alongadas e justapostas, independente do morfotipo (FIGURAS 2.6¢ e 2.6d). O
parénquima lacunoso é formado por células de diferentes formatos com distribuicéo
irregular, arranjadas frouxamente. A nervura central € biconvexa, com sistema
vascular em arco fechado, sendo o feixe circundado por uma bainha, formada por
fibras perivasculares (FIGURA 2.6b e 2.6a).

FIGURA 2.6 - CARACTERIZAGAO ANATOMICA GERAL DE MORFOTIPOS DE llex paraguariensis
A.St.-Hil. EM MICROSCOPIA DE LUZ. a) VISAO GERAL DA FOLHA; b) DETALHE DA
NERVURA CENTRAL; c) DETALHE DO MESOFILO DORSIVENTRAL; d) DETALHE
DO MESOFILO.

200 pm - - e = | 200 um

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Cortes transversais; a) Imagem do morfotipo cinza; b) Imagem do morfotipo sassafras; c)
Imagem do morfotipo verde fosco; d) Imagem do morfotipo verde escuro; FL: Floema; X: xilema; CR:
cristais de oxalato de calcio; PC: parénquima paligadico; PL: parénquima lacunoso; EP: epiderme; FP:
fibras perivasculares.

Os poucos estudos anatdbmicos para erva-mate sao direcionados

especialmente para as diferencgas entre folhas submetidas a diferentes ambientes, nao
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havendo relatos sobre morfotipos. Neste sentido, Fermino Junior e Fockink (2017, p.
338) observaram em [. paraguariensis, dupla camada e células mais alongadas de
parénquima palicadico em folhas a pleno sol quando comparadas as folhas
submetidas a 70% de sombreamento, que variaram de um a dois estratos,
apresentando células mais isodiamétricas.

Abaixo do parénquima palicadico sdo observadas grandes células
parenquimaticas isodiamétricas, com drusas ao longo de todo o limbo foliar, em todos
os morfotipos (FIGURAS 2.6¢ e 2.6d). Os mesmos cristais também sao observados
na nervura central das folhas, proximos ao feixe vascular (FIGURA 2.6b). Prychid e
Rudall (1999, p. 726) relatam que os cristais podem estar presentes nos 6rgaos
vegetativos e reprodutivos vegetais, geralmente proximos as nervuras, possivelmente
por estarem relacionados ao transporte de calcio através do xilema. Os autores
afirmam que a quantidade de cristais formados ¢é influenciada pelas condigbes
ambientais e sazonalidade.

A lamina foliar é a estrutura que mais sofre alteragdes em resposta as
alteragdes ambientais (NERY et al., 2007, p. 130), e dependendo da condi¢do a qual
a folha é exposta pode aumentar o numero de camadas ou apenas alongar as células.
Luna et al. (2017, p.466) observaram que a cultura in vitro ocasionou alteragbes na
arquitetura, espessura, vascularizacdo e na diferenciacdo estomatica em folhas de
erva-mate. Fermino Junior e Fockink (2017, p. 339) sugerem plasticidade anatdmica
para I. paraguariensis, o que possibilita a aclimatacdo da espécie em diferentes
ambientes. De acordo com Bastias et al. (2018, p. 25) espécies mais plasticas tém
maiores chances de sobrevivéncia em condicdes ambientais contrastantes,

especialmente pelas adaptacdes morfofisiologicas.

2.3.4 Compostos bioativos

Dentre as variaveis analisadas para os compostos bioativos de interesse em
I. paraguariensis, apenas o teor de cafeina apresentou diferenca significativa entre os
morfotipos. O morfotipo verde escuro apresentou os maiores teores para esse
composto (20,4 mg.g™), entretanto, diferindo significativamente apenas do morfotipo
peludinha (8,78 mg.g™"), o qual apresentou o menor teor. A soma das metilxantinas

nao apresentou diferenga significativa entre os morfotipos (FIGURA 2.7).
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FIGURA 2.7 - TEORES DE CAFEINA, TEOBROMINA E METILXANTINAS TOTAIS DE MORFOTIPOS
DE llex paraguariensis A.St.-Hil.
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FONTE: A autora (2020).

Diferencas nos teores de cafeina e teobromina entre morfotipos ja foram
reportadas na literatura, mas ainda sao estudos pontuais. Reginatto et al. (1999, p.
444) mencionam que [. paraguariensis var. vestita (morfotipo peludinha) apresenta
teores de metilxantinas muito abaixo dos observados para . paraguariensis tipica,
sendo a mesma tendéncia observada por Coelho; Athayde; Schenkel (2001, p. 155).
Em contrapartida, Borille; Reissmann; Freitas (2005, p. 189) nao identificaram
diferengas significativas para cafeina e teobromina ao estudarem trés morfotipos
(amarelinha, cinza e sassafras).

Varios sdo os compostos quimicos que atribuem sabor amargo para as
infusdGes de erva-mate, destacando-se taninos, compostos fendlicos e as metilxantinas
(PAGLIOSA et al., 2009, p. 416; TFOUNI et al., 2018, p. 661; VALDUGA et al., 2019,
p. 480). Produtores e ervateiros relatam que os morfotipos apresentam variagdes no
sabor do chimarrao, sugerindo que a partir de folhas do morfotipo sassafras, por
exemplo, seria obtido chimarrdo com sabor mais forte/amargo do que com folhas do
morfotipo cinza, estando isso possivelmente relacionado aos supostos teores de
cafeina mais elevados encontrados no primeiro morfotipo. No entanto, ainda nao
foram realizados estudos que confirmem esses relatos.

Coincidentemente, os dois morfotipos que apresentaram os menores teores
de cafeina (cinza e peludinha, com 10,89 e 8,78 mg.g”', respectivamente)
apresentaram os maiores teores de teobromina (5,76 e 5,17 mg.g™', respectivamente)
(FIGURA 2.7). Esse resultado pode ser explicado pela principal rota de biossintese da
cafeina para I. paraguariensis (YIN; KATAHIRA; ASHIHARA, 2015, p. 709), sendo a

teobromina seu precursor direto. Assim, os teores de teobromina observados no
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presente estudo poderiam tanto estar disponiveis para transformacdo em cafeina,
como ser resultado do catabolismo, ou seja, da quebra da cafeina.

Ainda, os teores de metilxantinas observados podem estar relacionados com
a época da coleta (REGINATTO et al., 1999, p. 445), a qual foi realizada no periodo
de inverno, coincidindo com a safra da erva-mate. Schubert et al. (2006, p. 1235)
relatam diferencas nos teores de metilxantinas para I. paraguariensis, afirmando que
o conteudo total desses compostos € maior nos meses de verao, reduzindo-se os
teores nos meses de inverno. Da mesma maneira, Coelho; Athayde; Schenkel (2001,
p. 155) observaram maiores teores de cafeina e teobromina em amostras coletadas
no verao quando comparadas as coletadas no inicio da primavera. Assim, novos
estudos ampliando as épocas de coleta sdo sugeridos, a fim de verificar o
comportamento sazonal dos morfotipos com relacdo ao conteudo de metilxantinas.

Do ponto de vista comercial, diferentes teores de cafeina sao interessantes
por proporcionarem uma gama maior de produtos e aplicagdes potenciais. Da mesma
maneira que elevados teores de cafeina sdo desejados em produtos energéticos e
estimulantes, produtos com baixos teores de cafeina ou descafeinados também sao
alvo de diversos consumidores, especialmente os que buscam produtos alternativos
em funcdo de problemas associados a insonia, hiperatividade, azia e taquicardia
(HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010, p. 81; VALDUGA et al., 2019, p. 481), sendo
esse um mercado a ser explorado. Ainda, sdo poucos os estudos que relatam a
cafeina como alvo do melhoramento genético da erva-mate, mas os resultados
observados na literatura para esse e outros compostos, indicam a possibilidade de
ganhos genéticos com a selecdo de gendtipos (SCHERER et al., 2002, p. 208;
STURION et al., 2004, p. 13; NAKAMURA et al., 2009, p. 120; CARDOZO JUNIOR et
al., 2010, p. 176).

A capacidade antioxidante para ambos radicais, ABTS e DPPH, bem como os
teores de compostos fendlicos totais ndo apresentaram diferengas significativas entre
os morfotipos estudados. Resultados similares foram encontrados para os teores de
metilxantinas totais e acidos cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA, 5-CQA e CQA Totais).
De maneira geral, os valores médios de capacidade antioxidante e teores de
compostos fendlicos totais ficaram muito préximos entre os morfotipos. Verde escuro
apresentou a maior média para metilxantinas totais (21,43 mg.g™'), e o morfotipo
peludinha o menor (13,95 mg.g™') (TABELA 2.4).
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Os compostos fendlicos atuam de diversas maneiras na saude humana,
apresentando atividades como antioxidantes, agao anti-inflamatéria, antialergénica,
atuando também na inibicdo de tumores (CHAICOUSKI et al., 2014, p. 34). I
paraguariensis é fonte natural de compostos fendlicos, especialmente pela classe dos
acidos clorogénicos e seus derivados, sendo que esses compostos sdo 0s principais
responsaveis pela elevada atividade antioxidante observada na espécie (RIACHI; DE
MARIA, 2017, p. 309). Essas informagdes corroboram com os resultados observados
no presente estudo, sendo que todos os morfotipos apresentaram elevada atividade

antioxidante e teores de compostos fendlicos totais (TABELA 2.4).

TABELA 2.4 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (RADICAIS ABTS E DPPH), COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS (CF), METILXANTINAS TOTAIS (MX) E ACIDOS
CAFEOILQUINICOS (CQA) DE MORFOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

. ABTS DPPH CF Totais MX Totais
Morfotipos (umolTEAC.g") (umoITEAC.g™" (mgEAG.g") (mg.g™)
Sassafras 830,62 a 569,90 a 75,35 a 18,08 a
Verde escuro 902,10 a 594,30 a 75,19 a 21,43 a
Verde fosco 882,46 a 568,35 a 72,49 a 17,11 a
Cinza 889,01 a 611,83 a 71,63 a 16,65 a
Peludinha 925,84 a 596,02 a 74,85 a 13,95 a

Morfotipos 3-CQ_{-\ 4-CQ_:A 5-CQ_:A CQA Tcitals
(mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™)
Sassafras 19,27 a 15,55 a 42,84 a 77,66 a
Verde escuro 18,37 a 16,67 a 48,01 a 83,05a
Verde fosco 20,41 a 16,78 a 44 87 a 82,06 a
Cinza 19,95 a 15,28 a 40,01 a 75,24 a
Peludinha 20,89 a 18,58 a 47,86 a 87,34 a

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, néo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Com relacdo aos acidos cafeoilquinicos, o 5-CQA foi o mais abundante,
seguido do 3-CQA e posteriormente o 4-CQA, embora sem diferenga significativa. Os
teores médios de acidos cafeoilquinicos totais apresentaram pequena variagao entre
os morfotipos (TABELA 2.4). Mateos et al. (2018, p. 239) indicam que o acido 3-
cafeoiliquinico € o mais abundante nas folhas de erva-mate, seguidos do 5-CQA e 4-
CQA, respectivamente. Como ja mencionado, os resultados demonstraram
semelhanga na atividade antioxidantes, teor de fendlicos totais e de acidos
cafeoilquinicos entre os morfotipos estudados. Desta maneira, pode-se afirmar que os
produtos potenciais provenientes de qualquer desses grupos terao elevados teores
de compostos bioativos. Ainda, cabe salientar que houve grande variagdo quimica
entre os individuos de um mesmo morfotipo, sendo mais acentuada para cinza e
peludinha (TABELA 2.5).
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TABELA 2.5-AMPLITUDE DE VARIACAO DOS TEORES DE CAFEi[\IA, TEOBROMINA,
METILXANTINAS TOTAIS (MX) E ACIDOS CAFEOILQUINICOS (CQA) DE
MORFOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

Composto Sassafras Verde escuro Verde fosco Cinza Peludinha
(mg.g™") - + - + - + - + - +
Cafeina 10,68 27,04 15,63 23,58 6,01 23,25 1,96 28,92 0,06 24,27

Teobromina 0,00 3,29 0,00 3,48 0,00 7,81 0,00 15,37 0,00 10,97

MX Totais 11,67 27,87 16,30 26,60 8,65 24,16 6,40 33,62 4,76 26,71
3-CQA 12,99 27,57 14,11 24,17 12,36 29,94 14,09 29,53 13,79 30,17
4-CQA 954 21,14 12,88 19,66 11,67 22,91 8,94 23,54 12,48 25,74
5-CQA 34,15 56,02 40,02 61,17 27,91 62,47 2453 59,80 40,05 58,46

CQA Totais 59,14 10248 67,01 100,99 5194 109,78 50,79 101,52 66,86 101,27

FONTE: A autora (2020).

Ampla variagdo dos compostos bioativos para I. paraguariensis também ja foi
reportada por Coelho; Athayde; Schenkel (2001, p. 155), Athayde; Coelho; Schenkel
(2007, p. 277) e Blum-Silva et al. (2015, p. 04). Ainda, esse comportamento corrobora
com os resultados mencionados por Bastos et al. (2006, p. 401), que afirmam que a
amplitude observada provavelmente é decorrente de inumeras condigdes, tais como
ambiente, variabilidade genética entre as plantas, idade, luminosidade, entre outras.
Com esses resultados € possivel perceber a necessidade de maior tamanho amostral
ou o uso de clones para estudos futuros, a fim de selecionar individuos que
contemplem toda essa amplitude quimica, além de um treinamento adequado para

identificacdo dos morfotipos.

2.4 CONCLUSAO

As caracteristicas fisicas de frutos e pirénios variam entre os morfotipos. As
dimensdes biométricas dos pirénios se mostraram bastante heterogéneas. A
viabilidade e o desenvolvimento embrionario foram semelhantes para os quatro lotes
estudados. A anatomia do mesofilo foliar € semelhante, entretanto, a deposicao de
cera e estriamento da cuticula adaxial se diferencia entre todos os morfotipos. Os
cinco morfotipos apresentaram elevada capacidade antioxidante e teores de
compostos fenodlicos, ambos similares entre os morfotipos. O teor de cafeina diferiu

entre os morfotipos verde escuro e peludinha.
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CAPITULOII

3 ALTERNATIVAS PARA SUPERAGAO DA DORMENCIA EMBRIONARIA DE
PIRENIOS DE ERVA-MATE

RESUMO

A produgdo de mudas seminais de erva-mate € a mais utilizada na
propagacao da espécie, entretanto, a dorméncia embrionaria das sementes dificulta
esse processo. Neste sentido, objetivou-se avaliar diferentes temperaturas, substratos
e periodos como métodos alternativos de estratificacdo na superacdo da dorméncia
embrionaria de pirénios de llex paraguariensis. Para tanto, foram realizados trés
experimentos: Experimento 1 - temperaturas, substratos e periodos de estratificagao,
seguindo esquema fatorial triplo com tratamento adicional [(2 x 2 x 2) + 1], sendo duas
temperaturas (5° C - camara fria e 15° C - camara seca) x dois substratos (papel e
areia) x dois periodos de avaliagdo (90 e 180 dias) + tratamento adicional
(estratificagdo convencional em viveiro). Experimento 2 - lotes e periodos de
estratificacdo, em esquema fatorial duplo (4 x 3), consistindo em quatro lotes de
pirénios (morfotipo sassafras, verde escuro, verde fosco e lote mix) x 3 periodos de
avaliacdo (0, 90 e 180 dias). Experimento 3 - estratificagcdo convencional, em viveiro,
em esquema fatorial duplo (4 x 2), sendo quatro lotes de pirénios (sassafras, verde
escuro, verde fosco e mix) x dois periodos de avaliagdo (0 e 180 dias). Para
determinagao da eficiéncia dos tratamentos de superacao de dorméncia foi utilizado
o teste de tetrazolio, sendo determinadas a viabilidade e o estagio de desenvolvimento
embrionario dos pirénios. Ainda, foram determinados o grau de umidade e
condutividade elétrica para todos os tratamentos. De maneira geral, em todos os
métodos de estratificacdo a viabilidade dos pirénios se manteve acima de 60% e
pirénios inviaveis tiveram porcentagens abaixo de 30%. A estratificagdoa 5 °Ce 15 °C
por 90 dias favoreceu o desenvolvimento embrionario dos pirénios de llex
paraguariensis até o estagio pos-coragdo. A estratificagcdo convencional foi o unico
método que apresentou embrides em estagio maduro. Os lotes responderam de
maneira semelhante aos métodos de estratificacdo e também apresentaram
desenvolvimento embrionario semelhante. A condutividade elétrica foi maior em
pirénios frescos.

Palavras-chave: Estratificacdo. Germinacdo de sementes florestais. llex
paraguariensis. Propagacgao seminal. Teste de tetrazolio.

ABSTRACT

The yerba mate seedlings production is the most used propagation method of
the species, however, the embryonic dormancy of seeds makes this process difficult.
So, we evaluated different temperatures, substrates and periods as alternative
stratification methods to overcome embryonic dormancy of llex paraguariensis
pyrenes. For this, we performed three experiments: Experiment 1 - temperatures,
substrates and stratification periods, following a triple factorial scheme with additional
treatment [(2 x 2 x 2) + 1], with two temperatures (5 °C - cold chamber and 15 °C - dry
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chamber) x two substrates (paper and sand) x two evaluation periods (90 and 180
days) + additional treatment (conventional stratification in a nursery). Experiment 2 -
lots and stratification periods, in a double factorial scheme (4 x 3), consisting of four
pyrenes lots (sassafras, dark green and dull green morphotypes and mix lot) x 3
evaluation periods (0, 90 and 180 days). Experiment 3 - conventional stratification, in
a nursery, in a double factorial scheme (4 x 2), with four pyrenes lots (sassafras, dark
green and dull green and morphotypes and mix lot) x two evaluation periods (0 and
180 days). We used tetrazolium test for determined the efficiency of the dormancy
overcoming treatments and evaluated viability and embryonic development stage of
pyrenes. In addition, we determined the moisture content and electrical conductivity for
all treatments. In general, after all stratification methods, pyrenes viability remained
above 60% and non-viable pyrenes had percentages below 30%. Stratification at 5 °C
and 15 °C for 90 days favored embryonic development in llex paraguariensis pyrenes
up to the post-heart stage. Conventional stratification was the only method that
presented mature embryos. The lots responded in a similar way to stratification
methods and showed similar embryonic development. The electrical conductivity was
higher in fresh pyrenes.

Keywords: Stratification. Germination of forest seeds. llex paraguariensis. Seminal
propagation. Tetrazolium test.

3.1 INTRODUGAO

A evolucdo permitiu que as plantas desenvolvessem diversas adaptagoes,
especialmente para sobrevivéncia e continuidade das espécies. Dentre as adaptagdes
mais interessantes observadas nas plantas fanerégamas esta a dorméncia de suas
sementes, adquirida por inumeras espécies durante o processo evolutivo, por selecao
natural (BEWLEY et al., 2013, p. 248). A dorméncia é uma estratégia que impede que
a germinagao acontegca em ambientes desfavoraveis, como por exemplo em periodos
muito quentes, frios ou de seca, permitindo que o processo germinativo € o
desenvolvimento das plantulas ocorram no tempo e ambiente adequados (BEWLEY
et al., 2013, p. 248; MARCOS-FILHO, 2015, p. 245).

Apesar de ser uma vantagem ecoldgica para as espécies, a dorméncia pode
ser um empecilho quando observada pelo ponto de vista silvicultural, especialmente
na produgédo de mudas seminais. Exemplo disto € a propagacao de llex paraguariensis
A.St.-Hil., importante espécie de ocorréncia natural no Brasil, e que traz consigo
destaque econémico, social e ecoldgico para os trés estados da regidao sul brasileira
(PIRES et al. 2016, p. 208). A partir das folhas e ramos finos da erva-mate sao
produzidas bebidas estimulantes bastante apreciadas no mercado nacional, tais como
chimarrdo, tereré e cha mate (BARZOTTO; ALVES, 2013, p. 458), além disso, nota-
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se um crescente potencial de aplicabilidade da espécie nos setores alimenticio e
farmacologico.

Para atender a demanda do mercado € indispensavel que os plantios de erva-
mate sejam realizados com mudas de alta qualidade genética, fisioldgica e sanitaria,
que irdo resultar em ervais mais produtivos e de elevado padrdo da matéria-prima
(DUARTE et al., 2019, p. 06). Atualmente, a produgédo de mudas provenientes de
sementes ainda € a mais utilizada, entretanto, € de amplo conhecimento que a
propagacao seminal da erva-mate é dificultada pela dorméncia de suas sementes,
sendo a germinacgao lenta e irregular (SANSBERRO et al., 1998, p. 101; DOLCE;
MROGINSKI; REY, 2010, p. 445; MIRESKI et al.,, 2019, p. 1358). Apesar da
importancia da espécie, estudos visando a superagcdo da dorméncia ainda sao
incipientes, necessitando de métodos que busquem acelerar e homogeneizar o
desenvolvimento embrionario e consequente processo germinativo.

Ainda, ha grande variedade fenotipica entre as plantas de I. paraguariensis
(RESENDE; STURION; MENDES, 1995, p. 02), especialmente com relagdo a cor das
folhas, sendo classificadas como morfotipos (WENDLING et al., 2018, p. 280). Apesar
das evidentes diferencas morfologicas para as folhas, ndo ha estudos relatando
variagdes na qualidade de sementes de morfotipos. A constatacao de tal variagao,
especialmente relacionadas aos estagios de desenvolvimento embrionario, seria util
para orientar a coleta de sementes e a produgdo de mudas da espécie.

As sementes de erva-mate atribuem-se dois tipos de dorméncia: embrionaria
e mecanica. A dorméncia embrionaria € caracterizada por embrides morfologicamente
imaturos, que nao estdo completamente desenvolvidos no momento da dispersao dos
frutos (BEWLEY; BLACK, 1982, p. 75; SANSBERRO et al., 1998, p. 101; MARCOS-
FILHO, 2015, p. 264). Apds dispersas, essas sementes ainda irdo requerer um
periodo de desenvolvimento adicional antes que possam germinar, estando seu
mecanismo de superacdo de dorméncia relacionado com as alteracdes anatomicas
que irdo ocorrer no embrido (BEWLEY; BLACK, 1982, p. 75). Ja a dorméncia
mecanica € imposta pelo endocarpo lenhoso que recobre as sementes de erva-mate,
formando uma barreira fisica, que impede a expansao dos tecidos embrionarios
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004, p. 106 DOLCE; MROGINSKI; REY, 2010, p. 445;
MARCOS-FILHO, 2015, p. 269).

De maneira usual, a dorméncia de . paraguariensis é superada com o método

de estratificagdo em areia, que consiste basicamente na distribuicdo de uma camada
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de sementes entre duas camadas de areia, alocadas em uma caixa, com fundo
perfurado (DANIEL, 2009, p. 82). De acordo com Cuquel; Carvalho; Chamma (1994,
p. 416) esse método evita 0 dessecamento das sementes, além de baixar a tensao de
oxigénio e aumentar a tensdo de COz, proporcionando condigdes favoraveis para
maturagdo ou superacdo dos bloqueios impostos ao embrido. Esse tipo de
estratificacdo € convencional para a espécie, sendo aplicado pela maioria dos
viveiristas, entretanto, € um método que demanda um longo periodo, de cinco a seis
meses, apresenta grande incidéncia de fungos, degradagao das sementes (ZANON,
1988, p. 6 e 8) e nao proporciona homogeneidade na germinacao e formagao das
plantulas.

A literatura demonstra métodos alternativos para superacdo de dorméncia
para diversas espécies de llex, como por exemplo, a exposi¢cao de frutos e/ou
sementes a baixas temperaturas (CUQUEL; CARVALHO; CHAMMA, 1994, p. 417,
SANSBERRO; REY; MROGINSKI, 2000, p. 444; DOLCE; MROGINSKI; REY, 2010,
p. 447; SCHAPARINI; VIECELLI, 2011, p. 167). Muitas espécies requerem periodos
de baixas temperaturas para a superacdo da dorméncia embrionaria de suas
sementes, devido a transferéncia de material do endosperma para o crescimento do
embrido ocorrer de maneira mais eficiente em temperaturas mais baixas (BEWLEY;
BLACK, 1982, p. 77). Entretanto, apesar dos resultados promissores observados,
ainda s&o necessarios estudos visando conhecer a influéncia do frio no
desenvolvimento embrionario da erva-mate.

A fim de verificar a efetividade dos métodos de estratificacao, recomenda-se
a aplicagao de testes de viabilidade e vigor. Esses testes sao largamente utilizados
para verificagdo do potencial fisiolégico das sementes, destacando-se o teste do
tetrazolio, pela sua facilidade e rapidez de aplicacdo na determinacgao da viabilidade
(MARCOS-FILHO, 2015, p. 619). As Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009, p. 262) determinam a metodologia para a realizagdo do teste de tetrazdlio em
erva-mate. Aliado a esse teste, pode-se também realizar a determinagao dos estagios
embrionarios das sementes submetidas ao tetrazélio, sendo eles: globular, coragao,
pos-coragao, torpedo e maduro (CATAPAN, 1998, p. 31; MIRESKI et al., 2019, p.
1357).

De maneira complementar, a determinagao dos estagios embrionarios permite
verificar se a estratificagao foi efetiva no processo de desenvolvimento embrionario.

Na literatura sdo observadas algumas divergéncias entre a relagdo do tamanho e
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estagio de desenvolvimento dos embrides (FERREIRA; ALMEIDA-CORTEZ; CUNHA,
1995, p. 163), sendo que por vezes embrides pequenos podem encontrar-se em
estado morfofisioldgico mais adiantado do que os intervalos determinados na literatura
(NIKLAS, 1987, p. 51; MIRESKI et al., 2019, p. 1357). De forma geral, o teste de
tetrazolio pode ser considerado um método bastante util, pela facilidade e rapidez na
aplicagao, embora se exija habilidade e treinamento.

Ainda, é possivel a realizagao do teste de condutividade elétrica, a fim de
verificar o vigor das sementes submetidas aos processos de estratificagdo. Essa
analise € amplamente utilizada por ser objetiva, de facil condugao e rapida obtengao
de resultados (DIAS; MARCOS-FILHO, 1996, p. 31), permitindo determinar o
processo de deterioragdo das sementes ja na sua fase inicial (RIBEIRO et al., 2009,
p. 773). A condutividade elétrica € determinada a partir da mensuragao da lixiviagao
de ions, e de maneira geral, quanto maior for a liberacdo de exsudatos, maior é a
condutividade elétrica, correspondendo a um menor vigor das sementes, resultado do
grau de desestruturacdo das membranas (FERREIRA; BORGHETTI, 2004, p. 293;
MARCOS-FILHO, 2015, p. 627; ). Cabe destacar que ndo ha metodologias
preestabelecidas para condutividade elétrica em sementes de /. paraguariensis.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes
temperaturas, substratos e periodos, como métodos alternativos de estratificacéo, na

superagao da dorméncia embrionaria de pirénios de llex paraguariensis.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta e beneficiamento de frutos

Os frutos de erva-mate foram coletados em margo de 2019, no municipio de
Ivai - PR, provenientes de um teste procedéncias e progénies (WENDLING et al.,
2018, p. 280). Foram estudados quatro lotes, dentre estes, trés morfotipos (sassafras,
verde escuro e verde fosco, descritos por WENDLING et al., 2016, p. 243) e um lote
denominado mix, composto pela mistura aleatéria de varios individuos. Foram
selecionados 10 individuos de cada morfotipo e aproximadamente 30 individuos para
o lote mix (sem considerar o morfotipo), sendo respeitada a distancia minima de 30

metros entre plantas coletadas.
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Os frutos ficaram armazenados em camara fria por um periodo maximo de
quatro dias até o beneficiamento, e todas as analises foram realizadas no Laboratorio
de Sementes Florestais da Universidade Federal do Parana. Apds despolpa em agua
corrente, os pirénios (endocarpo + semente) foram colocados para secar em ambiente
natural de laboratorio (aproximadamente cinco dias), e posteriormente
acondicionados em sacos plasticos semipermeaveis, selados e armazenados em

camara fria (5 = 2 °C) até a instalagdo dos experimentos (aproximadamente 5 dias).

3.2.2 Métodos alternativos de estratificagcao

Foram realizados trés experimentos a fim de estudar métodos alternativos
para superacdo da dorméncia embrionaria dos pirénios de erva-mate. A Tabela 3.1
apresenta o esquema dos experimentos, os lotes estudados e métodos de superacao

aos quais foram submetidos.

TABELA 3.1-LOTES E METODOS _ALTERNATIVOS PARA SUPERACAO DE DORMENCIA
EMBRIONARIA EM PIRENIOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

Experimento Lote Temperatura (ambiente) Substrato Tempo (dias)
5+2°C
(Cémara fria) Papel 90
1 Mix 15+2°C Areia 180

(Cémara seca)

Convencional em viveiro

(adicional) Areia 180
Sassafras 0
2 Verde escuro 5+2°C Papel 90
Verde fosco (Cémara fria)
Mix 180
Sassafras 0
Verde escuro Convencional .
3 . Areia
Verde fosco em viveiro y
Mix 80

FONTE: A autora (2020).

A estratificacdo a 5° C, em camara fria, consistiu em pirénios alocados em
caixas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) e dois substratos (entre areia e entre papel
germitest), acondicionados em ambiente com temperatura controlada (5 + 2 °C), por
90 e 180 dias. Na estratificacdo a 15 °C, em camara seca, os pirénios foram alocados

em caixas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) em dois substratos (entre areia e entre
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papel germitest) e foram acondicionados em ambiente com temperatura controlada
(15 £ 2 °C) e umidade relativa do ar média de 40%, por 90 e 180 dias.

O substrato areia foi uniformizado em peneira de malha de 0,8 mm, lavada e
esterilizada em estufa a 200 °C, por duas horas. Em cada gerbox foram adicionadas
150 g de areia, e logo acima foram acomodados 0s pirénios em unica camada e entao
cobertos por mais 50 g de areia. O conteudo de cada gerbox foi umedecido com agua
destilada (60% da capacidade de retengao da areia). O substrato papel germitest foi
esterilizado em estufa a 105 °C, por 2 horas. Em cada gerbox foram utilizadas duas
folhas de papel saturadas em agua destilada, os pirénios dispostos logo acima em
unica camada, e cobertos por mais uma folha de papel germitest. Em todos substratos
foi realizada a reposigéo da agua sempre que necessario.

Para a estratificacdo convencional, pirénios acondicionados em envelopes de
tecido voal foram dispostos entre duas camadas de 4 centimetros de areia grossa,
acomodados em caixas de polietileno perfuradas e mantidos em casa de vegetacao
com irrigagao automatizada (trés irrigagdes diarias de 10 minutos, com vazao média
de 56 L/h) e sem controle de temperatura, por 180 dias. A areia utilizada para
estratificacdo convencional foi lavada em agua corrente e deixada para secar ao ar.
Para melhor compreensao textual foi utilizada a nomenclatura “ambiente” como
sinbnimo para tratar as duas temperaturas testadas - “camara fria” relacionada a

temperatura de 5 °C e “camara seca” a 15 °C.

3.2.3 Viabilidade e estagio embrionario dos pirénios

Para determinacéao da eficiéncia dos tratamentos de superacao de dorméncia
foi utilizado o teste de tetrazédlio, sendo determinadas a viabilidade e o estagio de
desenvolvimento embrionario dos pirénios (FIGURA 3.1). A viabilidade inicial e as
fases do desenvolvimento de todos os lotes foram realizadas com pirénios frescos, 20
dias apos a colheita e beneficiamento. Apds cada método de estratificacdo, novos
pirénios foram submetidos ao teste de tetrazdlio. As analises foram realizas a partir

de quatro repeticdes de 50 pirénios.
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FIGURA 3.1 - PIRENIO (ENDOCARPO + SEMENTE) DE llex paraguariensis A.St.-Hil., EM CORTE
LONGITUDINAL, DEMONSTRANDO: ENDOCARPO (end), TEGUMENTO (teg),
ENDOSPERMA (en) E EMBRIAO (em).

0.5 mm

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Pirénio colorido em tetrazélio.

O teste do tetrazdlio seguiu as etapas descritas nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009, p. 226), com adaptag¢des: 1) pré-condicionamento —
pirénios inteiros imersos em agua destilada a 35 °C por 18 h; 2) Exposi¢c&o dos tecidos
para coloragao — corte com bisturi no eixo longitudinal dos pirénios expondo levemente
o endosperma; 3) Coloragdo em solugdo de 2, 3, 5-trifenil cloreto de tetrazdlio -
pirénios excisados foram imersos em solugéo 1% de tetrazolio e acondicionados no
escuro, a 30 °C por 18 horas; 4) Avaliagdo - com auxilio de lupa estereoscopica e
bisturi, os embrides foram avaliados quanto a sua coloragao (brancos: inviaveis; rosa
a vermelho: viaveis; e deteriorados: pirénios que se ja se encontravam em
deterioragdo ou vazios) e quanto ao estagio de desenvolvimento embrionario:
globular, coragao, pds-coragao, torpedo ou maduro (CATAPAN, 1998, p. 31; MIRESKI
etal., 2019 p. 1357).

3.2.4 Grau de umidade
O grau de umidade de todos os lotes foi determinado inicialmente e apds cada

método de estratificagdo, a partir do método de estufa a 105 + 3 °C por 24 h (BRASIL,

2009, p. 309), utilizando-se quatro repeticdes de 100 pirénios para cada tratamento.



63

3.2.5 Condutividade elétrica

Determinou-se a condutividade elétrica (CE) inicial e apds cada método de
estratificacdo, para cada lote. Foram utilizadas quatro repeticbes com 50 pirénios,
pesados em balanga de precisédo (0,001 g), embebidos em 50 mL de agua destilada
e acondicionados em camara B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand). Foram mantidos
a temperatura de 25 °C, com luz branca, sendo a condutividade elétrica mensurada
apo6s 24 horas de embebicdo (MARCOS-FILHO, 2015, p. 627). Utilizou-se
condutivimetro portatil Digimed DM-3 (0,01 pS/cm a 200 mS/cm), sendo que os
resultados obtidos foram divididos pelo peso respectivo de cada amostra, e expressos

em uS cm™ g,

3.2.6 Analise estatistica

Todos o0s experimentos seguiram a premissa de um delineamento
inteiramente casualizado: Experimento 1: realizado em esquema fatorial triplo com
tratamento adicional [(2 x 2 x 2) + 1], sendo duas temperaturas (5° C - camara fria e
15° C - camara seca) x dois substratos (papel e areia) x dois periodos de avaliagao
(90 e 180 dias) + tratamento adicional (convencional em viveiro). Experimento 2: em
esquema fatorial duplo (4 x 3), consistindo em quatro lotes (sassafras, verde escuro,
verde fosco e mix) x trés periodos de avaliagcéo (0, 90 e 180 dias). Experimento 3:
esquema fatorial duplo (4 x 2), sendo quatro lotes (sassafras, verde escuro, verde
fosco e mix) x dois periodos de avaliagéo (0 e 180 dias). Condutividade elétrica: 22
tratamentos, cada um com quatro repetigdes de 50 pirénios.

Os dados dos tratamentos foram testados quanto a homogeneidade das
variancias (teste de Bartlett) e a normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk).
Quando necessario foram transformados por log (1 + X) e posteriormente submetidos
a analise de variancia. Havendo diferenga significativa, a comparacao de médias foi
realizada pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, exceto para
condutividade elétrica, que foi utilizado o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade. Para as variaveis que nao atenderam os pressupostos da ANOVA
foram realizadas apenas estatistica descritiva. Para os resultados das fases de

desenvolvimento embrionario foram contabilizados somente pirénios viaveis.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Experimento 1 - Temperaturas, substratos e periodos de estratificagdo na

superagao de dorméncia embrionaria

Nao houve diferenga significativa entre as temperaturas, substratos e
periodos testados para as varidveis porcentagem de pirénios viaveis, inviaveis e
deteriorados. Além disso, nao houve interagdo entre os fatores, tampouco foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos alternativos de
estratificacdo e a convencional. Em todos tratamentos € possivel observar que a
média das porcentagens de pirénios viaveis (67%), inviaveis (27%) e pirénios

deteriorados (6%), permaneceram constantes (FIGURA 3.2).

FIGURA 3.2 - PORCENTAGEM DE EMBRIOES VIAVEIS, INVIAVEIS E DETERIORADOS EM
DIFERENTES TEMPERATURAS, SUBSTRATOS E PERIODOS DE
ESTRATIFICACAO DE PIRENIOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil. CF = CAMARA
FRIA (5 °C); CS = CAMARA SECA (15 °C); P = SUBSTRATO PAPEL; A = SUBSTRATO
AREIA; 90 DIAS; 180 DIAS; C = CONVENCIONAL (CASA DE VEGETACAO POR 180
DIAS).

100 B Viavel @Inviavel ®Deteriorado
80 | 745 76,0
60

40

Viabilidade (%)

20

Inicial CFP90 CFA90 CSP90 CSA9 CFP180 CFA180 CSP180 CSA180 C
Métodos e periodos de estratificagdo
FONTE: A autora (2020).

Com relagédo as fases de desenvolvimento embrionario, para o estagio de
coracao houve interagdo entre os fatores temperatura e periodo de estratificagao,
sendo que a estratificagdo realizada em caémara seca (15 °C) apdés 180 dias
apresentou menor numero de pirénios neste estagio de desenvolvimento (12,5%)
(TABELA 3.2). Ainda, para essa variavel ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos alternativos de estratificacdo e o convencional (TABELA 3.3). A maior
propor¢cao de pirénios analisados apos a estratificacdo em ambiente controlado
encontrou-se no estagio de pos-coragéao (36%), indicando que houve desenvolvimento
embrionario quando comparado com a caracterizacdo inicial do lote estudado
(TABELA 3.2 e TABELA 3.3).
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TABELA 3.2-PORCENTAGEM DE EMBRIOES EM ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO DE CORACAO, POS-CORACAO E TORPEDO, EM PIRENIOS DE
llex paraguariensis A.St.-Hil. SUBMETIDOS A DIFERENTES TEMPERATURAS,
SUBSTRATOS E PERIODOS DE ESTRATIFICACAO. CF = CAMARA FRIA (5 °C); CS
= CAMARA SECA (15 °C).

Ambiente . Periodo .
Coragéo* (%) 90 dias 180 dias
CF - 22,00a A 23,75aA
CS - 30,95a A 12,50 a B

. Periodo

Ambiente Substrato 90 dias 180 dias
CF Papel 43,00a A 33,00a A
Pés-coragéo (%) CF Areia 36,50 a A 37,00a A
CS Papel 35,00a A 31,50a A
CS Areia 3250a A 39,50a A

Ambiente Substrato :

Torpedo® (%) Papel Areia

CF - 525bA 750a A
CS - 12,25a A 7.25aB

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Média seguida por letras iguais, mailscula na mesma linha e minuscula na mesma coluna, néo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; *: Interagdo
significativa entre os fatores.

O estagio torpedo, apresentou interacao entre temperatura e substrato, sendo
a combinagédo entre camara seca (15 °C) e papel proporcionou a maior média de
embrides nesta fase de desenvolvimento (12,25%) (TABELA 3.2). Ainda, para essa
variavel foi observada diferenga significativa entre os tratamentos alternativos de
estratificacéo e o convencional, sendo que neste ultimo (em viveiro) apresentou maior
porcentagem média de torpedos (19,5%). Embrides maduros foram observados

somente em pirénios submetidos a estratificacdo convencional (2,5%) (TABELA 3.3).

TABELA 3.3 - FASES DE DESENNVOLVIMENTO DO ESTAGIO EMBRIONARIO (%) EM PIRENIOS
VIAVEIS DE llex paraguariensis A.St-Hil., SUBMETIDOS A DIFERENTES
TEMPERATURAS, SUBSTRATOS E PERIODOS DE ESTRATIFICAGCAO. CF =
CAMARA FRIA (5 °C); CS = CAMARA SECA (15 °C); P = PAPEL; A = AREIA.

Estagio Pirénios CF €S CF €S Convencional

embrio%ério frescos 90 90 180 180 (180)
P A P A P A P A

Globular 0,5 0 0 05 O 0 0 0 0 0
Coracéao 48,5 225 215 28,5 33,0 20,5 27,0 11,0 14,0 21,0
Pds-coracgéo 24,0 43,0 36,5 350 32,5 33,0 37,0 32,0 39,5 28,0

Torpedo 1,5 3,0 3,0 70 25 75 12,0 18,0 12,0 19,5

Maduro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,5

FONTE: A autora (2020).

O estagio globular foi observado em 0,5% dos pirénios frescos viaveis, e apos
90 dias nos pirénios submetidos a camara seca (15 °C) e substrato papel. Aos 90 dias

apos o inicio da estratificacéo ja foi possivel observar maior porcentagem média de
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pirénios em estagio de pos-coragdo, em todos os tratamentos estudados (TABELA
3.3). Entretanto, especialmente nos pirénios submetidos a cémara fria (5 °C),
verificou-se apdés 180 dias, porcentagens elevadas de embrides em estagio de
coracéo (20,5% em substrato papel e 27% em areia).

Ainda, o teor de agua inicial dos pirénios foi de 10,1% (FIGURA 3.3). Ap6s 90
dias de estratificagao os pirénios submetidos a camara seca (15 °C) e substrato areia,
apresentaram 34% de umidade. Transcorridos 180 dias, os pirénios em substrato
areia e alocados em camara fria (5 °C) apresentaram os maiores teores de agua, com
33,5%. A estratificagao convencional obteve o maior grau de umidade geral, com
40,6% (FIGURA 3.3).

FIGURA 3.3 - GRAU DE UMIDADE (%) DE PIRENIOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil. SUBMETIDOS
A DIFERENTES TEMPERATURAS, SUBSTRATOS E PERIODOS DE
ESTRATIFICACAO. CF = CAMARA FRIA (5 °C); CS = CAMARA SECA (15 °C); P =
SUBSTRATO PAPEL; A = SUBSTRATO AREIA; 90 DIAS; 180 DIAS; C =
CONVENCIONAL (CASA DE VEGETAGAO POR 180 DIAS).

50

40
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Grau de umidade (%)

Inicial CFP90 CFA90 CSP90 CSA9 CFP180 CFA180 CSP180 CSA180 C
Métodos e periodos de estratificagcao
FONTE: A autora (2020).

3.3.2 Experimento 2 - Lotes e periodos de estratificagdo na superacdo de dorméncia
embrionaria

A anadlise de variancia demonstrou ndo haver interagdo e nem diferenca
significativa entre lotes e periodos de estratificacdo para as variaveis pirénios viaveis
e inviaveis. A média de pirénios viaveis se manteve acima de 60% para todos os lotes.
Pirénios inviaveis apresentaram médias abaixo dos 30% (FIGURA 3.4). Ja para a
variavel pirénios deteriorados houve diferenga significativa entre os lotes e entre os
periodos de estratificacdo. O lote do morfotipo verde fosco apresentou maior
porcentagem média de pirénios deteriorados (8,67%), diferindo significativamente dos
morfotipos sassafras (4,67%) e verde escuro (3%) (TABELA 3.4).
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FIGURA 3.4 - PORCENTAGEM DE EMBRIOES VIAVEIS, INVIAVEIS E DETERIORADOS EM
DIFERENTES LOTES E PERIODOS DE ESTRATIFICACAO DE PIRENIOS DE llex
paraguariensis A.St.-Hil. S = SASSAFRAS; VE = VERDE ESCURO; VF = VERDE
FOSCO; M = MIX; 0 = SEMENTES FRESCAS; 90 DIAS DE ESTRATIFICACAO; 180
DIAS DE ESTRATIFICACAO.
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FONTE: A autora (2020).

Os pirénios frescos apresentaram menor porcentagem de deterioragéo
(3,63%), sendo significativamente inferior a avaliagdo final, aos 180 dias (7%)
(TABELA 3.4). Com relagao aos estagios embrionarios, houve diferenga significativa
entre os periodos de estratificacdo para os estagios de coragdo, pds-coragao e
torpedo (TABELA 3.4). Embrides globulares obtiveram média geral abaixo de 1% e
embrides maduros ndo foram observados em nenhum dos lotes estudados neste
experimento.

Embrides em estagio coragédo diferiram significativamente em todos os
periodos de estratificagdo, sendo aos 180 dias inferior aos demais (25,13%) e a maior
porcentagem média observada nos pirénios frescos (46,5%). Para a variavel pos-
coragao as maiores médias foram observadas aos 90 e 180 dias (34,25 e
37%, respectivamente), ndo diferindo significativamente entre si, mas superior ao
observado nos pirénios frescos. A maior média de embrides em fase de torpedo foi
observada aos 180 dias, significativamente superior aos outros dois periodos
estudados (TABELA 3.4).

TABELA 3.4 - PORCENTAGEM DE PIRENIOS DETERIORADOS E EMBRIOES EM FASE DE
CORAGCAO, POS-CORAGAO E TORPEDO EM QUATRO LOTES DE llex
paraguariensis ~ A.St-Hil. SUBMETIDOS A DIFERENTES PERIODOS DE
ESTRATIFICACAO. S = SASSAFRAS; VE = VERDE ESCURO; VF = VERDE FOSCO;

M = MIX.
Vlaé) |I|anie © Periodo de estratificagéo (dias)
stagio -
Embrionario Lotes 0 % 180 Média
(%)
3 S 3,00 4,50 6,50 4,67 b
.g N VE 1,00 4,00 4,00 3,00 b
g ” VF 7,50 9,00 9,50 867a
[}
a

M 3,00 4,00 8,00 5,00 ab
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Média 3,63B 5,38 AB 7,00 A R
o S 45,00 38,50 28,00 3717 a
‘§ VE 48,00 34,00 27,00 36,33 a
5 VF 44,50 37,00 25,00 35,50 a
© M 48,50 22,50 20,50 30,50 a
Média 46,50 A 33,00 B 25,13 C -
X S 23,50 34,00 36,00 31,17 a
3 % VE 17,00 32,00 37,50 28,83 a
e S VF 15,00 28,00 41,50 28,17 a
o M 24,00 43,00 33,00 33,33 a
Média 19,88 B 34,25 A 37,00 A -
o S 1,00 3,00 5,00 3,00 a
® VE 0,50 0,50 6,00 2,33a
g VF 3,50 1,50 6,00 4,67 a
= M 1,50 3,00 7,50 4,00 a
Média 1,63 B 2,00 B 6,13 A -

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Média seguida por letras iguais, maiuscula na mesma linha e minuscula na mesma coluna, n&o

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; * variavel
transformada por log (1+x).

O grau de umidade inicial dos pirénios para todos os lotes foi de
aproximadamente 10%. Apos 90 dias, o morfotipo sassafras apresentou 14,8%,
seguido por 18,5% para os pirénios de verde fosco, 21,8% para o lote do morfotipo
verde escuro e 25,4% para o lote mix. Aos 180 dias, o grau de umidade aumentou
para todos os lotes, sendo 25,9 e 26,5% para os morfotipos sassafras e verde escuro

e 28,3 e 32,4% para o lote mix e verde fosco, respectivamente (FIGURA 3.5).

FIGURA 3.5 - GRAU DE UMIDADE MEDIO, EM PORCENTAGEM, DE PIRENIOS DE MORFOTIPOS
DE llex paraguariensis A.St.-Hil. SUBMETIDOS A DIFERENTES PERIODOS DE

ESTRATIFICAGAO. S = SASSAFRAS; VE = VERDE ESCURO; VF = VERDE FOSCO;
M = MIX.
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FONTE: A autora (2020).

3.3.3 Experimento 3 - Estratificagcdo convencional na superacdao da dorméncia

embrionaria em lotes de erva-mate

Na Tabela 3.5 observa-se a interagédo significativa entre os fatores lote e

periodo de avaliagdo para as variaveis porcentagem de pirénios viaveis, inviaveis e
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estagio embrionario pos-coragdo. Para as variaveis porcentagem de pirénios
deteriorados, estagio embrionario de coragao e torpedo houve diferenga significativa

entre os pirénios frescos e apds 180 dias de estratificacao.

TABELA 3.5 - PORCENTAGEM MEDIA DE PIRENIOS VIAVEIS, INVIAVEIS, DETERIORADOS E
ESTAGIO EMBRIONARIO EM FASE DE CORACAO, POS-CORACAO E TORPEDO,
NA ESTRATIFICACAO CONVENCIONAL DE QUATRO LOTES DE llex paraguariensis
A.St.-Hil. S = SASSAFRAS: VE = VERDE ESCURO; VF = VERDE FOSCO; M = MIX.

Viabilidade Lotes Periodo (dias) N Estagio Lotes Periodo (dias) N
(%) 0 180 Média (%) 0 180 Média
S 71,50aA 6500aB 68,25 S 45,00 9,50 27,25 a
% VE 65,50b A 80,00aA 7275 '% VE 48,00 26,50 37,25a
;1’ VF 66,00bA 80,50aA 73,25 g VF 44,50 14,50 29,50 a
M 7450a A 72,00aAB 73,25 M 48,50 13,00 30,75a
Média 69,38 74,38 - Média 46,5A 15,88B
_ S 2550aA 26,50aA 26,00 io S 23,50aA 27,50aA 25,50
'g VE 33,50aA 12,50bB 23,00 lg VE 17,00bA 29,50aA 23,25
:g VF 26,50aA 11,50bB 19,00 g VF 15,00b A 40,50aA 27,75
B M 22,50a A 17,50a AB 20,00 £ M 24,00aA 3350aA 28,75
Média 27,00 17,00 - Média 19,86 32,75 -
8 S 3,00 8,50 5,75a . S 1,00 21,50 11,25a
g VE 1,00 7,50 4,25 a %_ VE 0,50 17,50 9,00 a
% VF 7,50 8,00 7,75 a E VF 3,50 24,00 13,75a
o M 3,00 10,50 6,75 a M 1,50 22,00 11,75a
Média 3,63B 8,63 A Média 1,63B  21,25A -

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Média seguida por letras iguais, maiuscula na mesma linha e miniscula na mesma coluna, nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; ' Interagéo
estatistica entre os fatores; * variavel transformada por log (1+x).

Inesperadamente, os lotes dos morfotipos verde escuro e fosco apresentaram
as maiores médias de pirénios viaveis apos 180 dias, significativamente superior ao
observado para os pirénios frescos. Da mesma maneira, para os morfotipos verde
escuro e fosco a porcentagem de pirénios inviaveis reduziu drasticamente,
apresentando resultados significativamente inferiores aos observados nos pirénios
frescos (TABELA 3.5). Com relagcdo aos pirénios deteriorados, a avaliagao inicial
diferiu significativamente das demais, com menor porcentagem média (3,63%).

Aos 180 dias apos a estratificagdo, observou-se 15,88% de embrides nO
estagio embrionario de coragédo, sendo essa meédia significativamente inferior a
verificada para pirénios frescos. Com relagao aos embrides em fase de pos-coracgao,

os lotes dos morfotipos verde escuro e fosco, ambos na avaliagao inicial,
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apresentaram interacao significativa, sendo as médias significativamente inferiores
aos demais lotes e periodo. Para o estagio torpedo foram observados 21,25% de
embrides nesta fase apds 180 dias de estratificacdo, sendo a média significativamente
superior a observada nos pirénios frescos (TABELA 3.5).

Embrides maduros foram observados em todos os lotes, entretanto, em
baixas porcentagens (FIGURA 3.6A). Os morfotipos sassafras e verde escuro
apresentaram as maiores médias (ambas 6,5%), seguidos do lote mix (3,5%) e
posteriormente verde fosco, com 1,5% dos embrides maduros. Com relagao ao grau
de umidade, os pirénios de todos os lotes apresentaram média de 10% de agua, e
transcorridos 180 dias de estratificagdo o morfotipos sassafras apresentou 38,8%,
verde escuro e verde fosco com aproximadamente 42% e o lote mix com 40%
(FIGURA 3.6B).

FIGURA 3.6 - PORCENTAGEM MEDIA DE EMBRIOES MADUROS, AOS 180 DIAS (A), E GRAU DE
UMIDADE INICIAL E AOS 180 DIAS (B) DE PIRENIOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil.
SUBMETIDOS A ESTRATIFICAGAO CONVENCIONAL. S = SASSAFRAS; VE =
VERDE ESCURO; VF = VERDE FOSCO; M = MIX.

Blnicial 0180 dias B

0 A) ®)
< 50
X —
2 8 2 0
g 6,5 %

]
T 6 ] I 30
E —— 35 E B
o 4 i ' 5 20
0 =] i (] 10,0 |-
5 2 o] 15 Ly °
S e — by 5 10 L
£ Foied e e © W
i 0 77 o 77 (3 0

VE180 VF180 M180 S

Lotes

FONTE: A autora (2020).

3.3.4 Condutividade elétrica

A Tabela 3.6 apresenta os resultados de condutividade elétrica avaliados apos
24 horas de imersao dos pirénios. A maior CE foi observada no tempo zero (pirénios
frescos), sendo o verde fosco o lote com maior média (62,27 uS cm-' g'), diferindo
significativamente do lote do morfotipo sassafras (53,81 uyS cm'g™"). Posteriormente,
seguem as médias de CE dos lote mix e verde escuro (49,3 e 47,11 uS cm'g™"), ndo
diferindo significativamente entre si e dos pirénios verde fosco submetidos a
estratificagdo em camara fria e substrato papel, aos 180 dias (47,18 uS cm-'g™).

As menores médias de CE foram observadas nos pirénios do lote mix,

submetidos a camara seca, em substrato papel, aos 90 dias, seguidas pelos pirénios
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em estratificacdo convencional, e aos submetidos a cAmara seca, substrato areia, aos
90 e 180 dias, ndo diferindo significativamente entre si (TABELA 3.6).

TABELA 3.6 - CONDUTIVIDADE ELETRICA (CE), APOS 24 HORAS, DE PIRENIOS DE llex
paraguariensis A.St-Hil. SUBMETIDOS A DIFERENTES TEMPERATURAS,
SUBSTRATOS E PERIODOS DE ESTRATIFICACAO CF = CAMARA FRIA (5 °C); CS
= CAMARA SECA (15 °C).

Lote Temperatura Substrato Tempo (dias) CE (uS cm™ g™)

- - 0 53,81 b
. 90 26,28 f

Sassafras CF Papel
180 28,01 f
Convencional Areia 180 26,18 f
- - 0 4711 ¢c
90 26,24 f

Verde escuro CF Papel
180 31,37 e
Convencional Areia 180 29,72 f
- - 0 62,27 a
90 31,44 e

Verde fosco CF Papel
180 47,18 c
Convencional Areia 180 22,36 g
- - 0 49,30 ¢
90 27,43 f

Papel
180 33,59d

CF

. 90 23,259

Areia
180 23,409

MIX

90 20,34 h

Papel
180 35,72d

CS

: 90 17,16 h

Areia
180 18,55 h
Convencional Areia 180 19,19 h

FONTE: A autora (2020).

3.4 DISCUSSAO

Os resultados de viabilidade dos pirénios observados no presente estudo sao
considerados satisfatérios e muito promissores. Quando comparados aos valores
iniciais de pirénios frescos, em todos experimentos e tratamentos, observa-se a
tendéncia de estabilizagcdo das porcentagens meédias de pirénios viaveis,
independente do periodo de estratificagdo. Cabe destacar que a porcentagem média

de pirénios degradados mantida abaixo de 10% também é considerada satisfatoria
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(CATAPAN, 1998, p.60), demonstrando que houve controle adequado dos
tratamentos.

As porcentagens de pirénios viaveis, acima de 60% em todos os tratamentos,
sdo superiores aos encontrados em outras pesquisas. Catapan (1998, p. 55) observou
média geral de 40,8% de embribes viaveis, em trés épocas de coleta. Ao submeter
pirénios frescos ao teste de tetrazolio, Galindez et al. (2018, p. 03) obtiveram a
porcentagem de 40% de viabilidade. Mireski et al. (2019, p. 1359) observaram
viabilidade inicial de 66%, reduzindo para 50% apds 49 dias de secagem em camara
fria e seca (25% UR e 10 °C).

Ainda, os resultados do presente estudo refletem a qualidade genética das
sementes utilizadas, obtidas a partir da polinizagao aberta entre matrizes de diferentes
progénies de varias procedéncias, conferindo uma provavel alta taxa de cruzamento,
associada aos tratos silviculturais aplicados na area produtora de sementes. Melhores
resultados ainda podem ser obtidos a partir de polinizagao controlada, onde as
sementes de erva-mate podem atingir cerca de 99% de viabilidade (SOUSA; AGUIAR;
SPOLADORE, 2015, p. 315).

Os lotes dos morfotipos verde escuro e fosco apresentaram resultados
inesperados, com maiores porcentagens de pirénios viaveis apds a estratificagao
(TABELA 3.5). Teoricamente, a viabilidade deveria ser mantida constante ou até
mesmo ser reduzida com o periodo de estratificacdo, quando comparada aos
resultados iniciais. Um fator que pode ser considerado para esses resultados € a
variabilidade genética das sementes. Mesmo com a homogeneizagado adequada dos
lotes estudados, o teste de tetrazodlio € uma avaliacdo destrutiva, sendo que os
pirénios avaliados em cada periodo ndo sdo os mesmos. Desta maneira, ndo seria
totalmente improvavel observar resultados de viabilidade final superiores aos
verificados nos pirénios frescos.

Outra perspectiva seria de que os pirénios expostos a estratificacao
convencional teriam o endocarpo e a semente como um todo mais amolecidos, por
estarem em ambiente quente e Uumido por 180 dias. Desta forma, a solugdo de
tetrazolio a 1% poderia ter mascarado os resultados, por ser muito forte, colorindo de
rosa até mesmo sementes inviaveis, sendo erroneamente avaliadas como viaveis.
N&o foram encontrados na literatura relatos semelhantes, tornando-se necessaria a
abordagem de uma metodologia diferenciada do teste de tetrazdlio para pirénios

estratificados em viveiro. Para estes casos, pode-se pensar em reduzir e/ou eliminar
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a etapa de pré-condicionamento ou até mesmo reduzir a concentragcio inicial do
tetrazélio.

Os teores de agua observados nos pirénios permitem afirmar que nao ha
impermeabilidade do endocarpo, pois ocorreu aumento no grau de umidade em todos
os meétodos de estratificagdo, comprovando a absorgdo da agua pela semente
(GALINDEZ et al., 2018, p. 04; MIRESKI et al., 2019, p. 1358). O estudo desenvolvido
por Dolce; Mroginski; Rey (2010, p. 445), destaca que pirénios de I. paraguariensis
intactos ndo germinam, enquanto nos pirénios seccionados ocorre germinagao. Para
os autores isso demonstra que o endocarpo forma apenas uma barreira mecanica,
impedindo que os tecidos do embridao se expandam e o processo germinativo ocorra.
Entretanto, Ferreira e Borghetti (2004, p. 106) questionam a atuagdo do endocarpo
como restricdo mecanica, sugerindo que quando ha condi¢des adequadas para o
embrido maduro, ndo haveria impedimentos ao crescimento, e sim bloqueios
fisiolégicos que acompanham o embrido.

A erva-mate apresenta floracdo, frutificacdo e amadurecimento dos frutos
irregulares (ZANON, 1988, p. 05). Com base nos resultados pode-se afirmar que o
mesmo acontece com os estagios embrionarios de suas sementes, visto que nos
pirénios frescos foram observados embrides em praticamente todos os estagios,
incluindo torpedo, fase que antecede a maturagdo embrionaria. Niklas (1987, p. 51)
relata que em frutos maduros de [. paraguariensis foram observados 2,6% de
embrides em estagio embrionario globular, aproximadamente 70,2 e 23,6% em
estagios de coragdo e pds-coragao, respectivamente, seguidos de 2,6% em estagio
de torpedo e menos de 1% dos embribes maduros, assemelhando-se com os
resultados do presente estudo. Ferreira e Borghetti (2004, p. 112) atribuem essa
heterogeneidade embrionaria ao fato de que o bloqueio de desenvolvimento dos
embrides em llex se da em diferentes estagios durante a embriogénese.

Os resultados observados para desenvolvimento embrionario, nos métodos
alternativos de estratificacao, denotam grande potencial de aplicagao. Inicialmente, no
pirénios frescos, foram observados 24% de embribes viaveis em estagio de pés-
coracao, e apos 90 dias, em camara fria e em substrato papel, essa média subiu para
43% (TABELA 3.3). Esse comportamento indica que as baixas temperaturas
associadas a umidade auxiliam no desenvolvimento embrionario da erva-mate, e
esses tratamentos podem ser aplicados em conjunto com outros métodos a fim de

acelerar e homogeneizar o processo de germinagdo das sementes. Ainda, esses
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resultados aliados a manutencédo da viabilidade ao longo dos tratamentos traz a
possibilidade de manter pirénios em ambiente umido e em desenvolvimento
embrionario, obtendo-se diferentes lotes de semeadura, auxiliando no planejamento
das atividades em viveiro.

InUmeras espécies sao favorecidas quanto a superagao da dorméncia de suas
sementes ao serem expostas a temperaturas relativamente baixas, geralmente na
faixa de 1 a 15 °C (BEWLEY et al., 2013, p. 278). A aplicagao de baixas temperaturas
contribuiu para a manutencio da viabilidade e para o desenvolvimento embrionario
das sementes de I. paraguariensis até o estagio de pds-coracdo (TABELA 3.3). Em
funcdo dos resultados promissores, € necessario investigar associagdes de
tratamentos junto as baixas temperaturas, a fim de superar de maneira efetiva a
dorméncia embrionaria. Estudos relatam que os efeitos da estratificacédo a baixas
temperaturas em sementes do género llex podem apresentar uma ampla variagao
(SANSBERRO; REY; MROGINSKI, 2000, p. 444; DOLCE; MROGINSKI; REY, 2010,
p.447; CHIEN et al., 2011, p. 163; DOLCE; MROGINSKI; REY, 2011, p. 278; TEZUKA
et al., 2013, p. 352).

Para Galindez et al. (2018, p. 08), em fungdo das caracteristicas de lento
desenvolvimento embrionario, baixas porcentagens de germinagao apos 360 dias e a
auséncia de respostas ao acido giberélico (GAs), as sementes de erva-mate séo
incluidas na classe de espécies que apresentam profunda dorméncia morfofisiolégica.
Ainda, os autores ndo observaram desenvolvimento embrionario no frio, mas a
alternancia de temperatura de 25/15 °C promoveu crescimento lento. Além da
dorméncia morfoldgica, o estudo desenvolvido por Mireski et al. (2018, p. 598) sugere
a dorméncia fisioldgica para I. paraguariensis, relacionando com a atuacdo de
compostos fendlicos em suas sementes. Em contrapartida, Dolce; Mroginski; Rey
(2010, p. 444) afirmam que o endosperma néo inibe o desenvolvimento dos embrides
de erva-mate, descartando a possibilidade da presenca de inibidores.

De maneira geral, a resposta hormonal a exposi¢gao das sementes a baixas
temperaturas é a reducao do conteudo enddgeno de acido abscisico (ABA) e aumento
dos niveis de giberelinas (GA) e citocininas (CK), que interagem de maneira
sequencial na superagdo da dorméncia (BEWLEY et al., 2013, p. 248; MARCOS-
FILHO, 2015, p. 282). Além da redugdo do ABA, fisiologicamente, o frio parece
desencadear reagdes de modo a induzir genes que codificam enzimas da biossintese

de giberelinas, que irdo ativar GA’s que estavam inativas (BEWLEY et al., 2013, p.



75

280). O frio pode ainda aumentar a sensibilidade aos fatores ambientais, como
presenca de luz, nitrato e a aplicagc&do de giberelinas exdégenas (BEWLEY et al., 2013,
p. 279), desenvolvendo o embrido e promovendo a germinagao. Contudo, as questdes
hormonais para sementes com embrides imaturos ainda n&o estdo bem elucidadas.

Outras técnicas de estratificacdo para I. paraguariensis sao observadas na
literatura. Apos a realizacao de varios tratamentos, Catapan (1998, p. 40) afirma que
a temperatura é fator preponderante na germinagao, observando porcentagens de
germinagao acima dos 50% com utilizagado de temperatura alternada (20-30 °C). No
mesmo sentido, Cuquel; Carvalho; Chamma (1994, p. 420) obtiveram os melhores
resultados de estratificagdo com alternancia de luz e temperatura (35-15 °C),
entretanto, as porcentagens de germinacgao ficaram abaixo dos 20% apo6s o periodo
de 6 meses.

No presente estudo, a estratificacdo convencional foi o Unico tratamento com
a presenca de embrides ja maduros, apos 180 dias. Além disso, ndo houve reducao
significativa da viabilidade, indicando que quando bem executada, essa técnica
permite  um bom percentual de germinagdo. Cabe destacar que durante a
estratificacdo convencional as sementes passaram pelo periodo de inverno, havendo
oscilagao nas temperaturas, além da manutencéo constante da umidade. De acordo
com Medeiros et al. (1997, p. 420) outro fator importante na estratificagao
convencional é a presenga de fungos, que podem auxiliar na degradagao da celulose
do endocarpo, melhorando as porcentagens de germinacgao.

A condutividade elétrica € inversamente proporcional a qualidade fisiolégica
das sementes, ou seja, os maiores valores de CE estao relacionados aos lotes de
sementes de menor qualidade (BEWLEY et al., 2013, p. 144; MARCOS-FILHO, 2015,
p. 627). Entretanto, no presente estudo observou-se maiores valores de CE para os
pirénios frescos, sendo que a passagem pelos métodos de estratificagdo proporcionou
valores menores. Dentre os fatores que influenciam no teste de CE est&o o gendtipo,
a desestruturacao das membranas, temperatura e tempo de embebicdo (MARCOS-
FILHO, 2015, p. 627). Os elevados resultados de CE para os pirénios frescos estao
possivelmente relacionados com a baixa integridade das membranas decorrente da
imaturidade embrionaria. O maior grau de estabilizagdo das membranas se da na
maturacao fisiolégica das sementes (MARCOS-FILHO, 2015, p. 406), e para erva-
mate isso ird ocorrer apés o periodo de estratificagdo, explicando os resultados

encontrados.
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Diante dos resultados, enfatiza-se a necessidade de mais estudos voltados a
superacdo e compreensdo da dorméncia embrionaria de llex paraguariensis. E
importante que sejam determinadas alternativas para essa problematica,
especialmente com objetivo de acelerar e uniformizar a germinagéo, proporcionando
uma produgao de mudas e consequente produto de melhor qualidade. Para tanto,
recomenda-se estudos que combinem o uso de baixas temperaturas com a
estratificacdo convencional. Ainda €& importante destacar a similaridade entre os
resultados observados para os morfotipos, especialmente nos experimentos 2 e 3,
que pode ser atribuida a ja mencionada heterogeneidade em todos os aspectos da

reproducao da espeécie.

3.5 CONCLUSAO

A estratificagdo em temperaturas de 5 °C e 15 °C por 90 dias possibilitou o
desenvolvimento embrionario em llex paraguariensis até o estagio de pos-coragao. A
estratificacdo convencional foi o unico método que possibilitou embrides em estagio
maduro. Os lotes estudados responderam de maneira semelhante aos métodos de

estratificacdo e também apresentaram desenvolvimento embrionario semelhantes.
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CAPIiTULO llI
4 VARIAGAO SAZONAL DE COMPOSTOS BIOATIVOS E DO ENRAIZAMENTO EM
GENOTIPOS DE ERVA-MATE

RESUMO

llex paraguariensis € uma espécie de grande importancia ecoldgica, cultural,
econdmica e social para a regiao sul do Brasil. O consumo da erva-mate traz inumeros
beneficios a saude humana, e a crescente demanda por esse produto & atrelada a
necessidade de renovacéo e implantacdo de novos ervais, com base em materiais
genéticos selecionados, a fim de proporcionar maior produtividade dos plantios e
maior qualidade do produto final. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia da
sazonalidade e de gendtipos nos teores de compostos bioativos € no enraizamento
de estacas, bem como a correlagdo entre esses compostos na rizogénese de llex
paraguariensis. Para tanto, foram estudados 19 gendtipos nas quatro estagcdes do
ano. Os experimentos de enraizamento utilizaram estacas tratadas com 6000 mg.L""
de acido indolbutirico, em casa de vegetacdo. Apos 100 dias foram avaliados a
porcentagem de enraizamento, numero de raizes por estaca, porcentagem de
emissao de novos brotos e porcentagem de estacas com folhas originais. Para as
analises quimicas foram utilizadas folhas maduras de cada gendtipo, sendo
analisados a capacidade antioxidante via radicais ABTS e DPPH, teores de
compostos fendlicos, metilxantinas e acidos cafeoilquinicos, a partir de extrato
aquoso. A anadlise estatistica foi realizada a partir dos Modelos Lineares
Generalizados e os gendtipos que apresentaram enraizamento igual ou superior a
70% foram submetidos a testes de comparagao de médias. Utilizou-se a correlagéo
de Pearson para verificar a influéncia dos compostos quimicos no enraizamento das
estacas. O potencial de enraizamento e os teores de compostos bioativos
apresentaram variagao entre os gendétipos e entre as épocas do ano. Os compostos
bioativos estudados ndao apresentaram correlacdo com o enraizamento das estacas.
Os gendtipos estudados mostraram comportamentos diferenciados em relagdo ao
enraizamento das estacas, obtendo-se oito com médias acima de 70% em pelo menos
uma época do ano. Com relagédo a cafeina, os gendtipos EC38, EC40 e EC53
apresentaram os teores mais elevados, enquanto EC19, EC22 as menores médias
desse composto. De maneira geral, primavera e verao proporcionaram as maiores
porcentagens de enraizamento e também os maiores teores de cafeina. Os resultados
do presente estudo indicam a potencialidade de implantacdo de ervais com clones
que atendam demandas especificas de determinados produtos e aplicagoes
potenciais, bem como a programacdo de melhores épocas de colheita para
propagacao ou para obtencao de determinado perfil quimico.

Palavras-chave: Clonagem. llex paraguariensis. Melhoramento genético.
Metilxantinas. Teores de cafeina.

ABSTRACT

llex paraguariensis is a species of great ecological, cultural, economic and
social importance for Brazil's southern region. The consumption of yerba mate brings
a human health benefits, and the growing demand for this product is linked to the need
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for recovery and implantation of new areas, based on selected genetic materials, in
order to provide greater plantations productivity and higher final product quality. Thus,
we evaluated the influence of seasonality and genotypes in bioactive compounds and
cuttings rooting, as well as the correlation between these compounds in llex
paraguariensis rhizogenesis. Therefore, 19 genotypes were studied for rooting
potential and chemical composition in four seasons. Rooting experiments used
cuttings treated with 6000 mg.L" of indolebutyric acid, placed in a greenhouse. After
100 days were evaluated rooting percentage, number of roots per cutting, emission of
new shoots percentage and original leaves maintenance percentage. For chemical
analyses, mature leaves of each genotype were used, being analyzed the antioxidant
capacity via ABTS and DPPH radicals, phenolic compounds, methylxanthines and
caffeoylquinic acids by aqueous extract. Statistical analysis was performed by
Generalized Linear Models and genotypes that showed rooting equal to or greater than
70% were subjected to means comparison tests. Pearson's correlation was used to
verify the influence of chemical compounds on cuttings rooting. Rooting potential and
bioactive compounds contents varied between genotypes and between seasons.
Bioactive compounds studied did not correlate with cuttings rooting. Genotypes
showed different potential in relation to cuttings rooting, and eight genotypes showed
averages above 70% in at least one time of the year. Regarding caffeine, genotypes
EC38, EC40 and EC53 had the highest levels, while EC19, EC22 the lowest levels of
this compound. In general, spring and summer provided the highest percentages of
rooting and levels of caffeine. The present results indicated the potential for implanting
areas with clones that meet specific demands for certain products and potential
applications, as well as the scheduling of better harvest times for propagation or
obtaining a certain chemical profile.

Keywords: Cloning. llex paraguariensis. Breeding. Methylxanthines. Caffeine content.

4.1 INTRODUCAO

A silvicultura da erva-mate impulsiona a economia de muitos municipios do
Sul do Brasil, sendo em 2018 responsavel por uma area plantada de 72 mil hectares,
com mais de 540 mil toneladas de folhas verdes colhidas (IBGE, 2019). Somando-se
areas plantadas e de extrativismo, a erva-mate torna-se o principal produto nao
madeireiro na Regido Sul, e seu potencial econémico, social e ecolégico gera
emprego e renda, especialmente para pequenos e médios produtores rurais
(MOSELE; RODIGHERI; PENTEADO JUNIOR, 1994, p. 07).

Além do tradicional consumo como chimarrdo, tereré e cha mate, llex
paraguariensis A.St.-Hil. vem se destacando no cenario mundial com multiplos usos,
como no setor culinario e de suplementos, farmacoldgico, fitoterapicos e cosmético
(HECK; DE MEJIA, 2007, p. 138; BARZOTTO; ALVES, 2013, p. 458; GODOY et al.,
2013, p. 801; ALKHATIB; ATCHESON, 2017, p. 882; BARBOZA; CAZAL, 2018, p. 01).
O potencial de utilizacdo da espécie provém da gama de compostos quimicos e
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bioativos presentes nas suas folhas, como metilxantinas, saponinas, minerais, acidos
fendlicos e seus derivados (HECK; DE MEJIA, 2007, p. 140), que apresentam
inumeros beneficios a saude humana.

A importancia econbmica aliada a crescente demanda e potencialidades da
espéecie tém proporcionado um novo ciclo de crescimento na cultura da erva-mate,
fazendo com que haja maior preocupacdo com relacdo aos plantios, buscando
atender as expectativas de produtividade e do padrdo de qualidade exigidos pelo
mercado mundial. Para atingir esses objetivos é indispensavel a utilizacado de mudas
de elevado padrao genético, obtidas a partir de selecdo de gendtipos superiores, além
da qualidade fisioldgica e sanitaria, que irdo contribuir para maior produtividade e
melhor perfil da matéria-prima a ser produzida (DUARTE et al., 2019, p. 06).

A formacgao ou renovagao dos ervais ainda se da em grande parte por mudas
provenientes de propagacao sexuada, entretanto, a dorméncia embrionaria das
sementes de I. paraguariensis torna a germinacgao lenta e irregular (SANSBERRO et
al., 1998, p. 101; MIRESKI et al.,, 2019, p. 1358b), fator que pode resultar em
heterogeneidade e baixa qualidade dos plantios (DIAS et al., 2012, p. 454;
WENDLING; SANTIN, 2015, p. 24). Contudo, essas limitagcbes podem ser
minimizadas ou até mesmo extintas por meio da produgdo de mudas clonais de
individuos geneticamente superiores (BRONDANI et al., 2009, p. 42). A propagagao
vegetativa, especialmente pelas técnicas de estaquia e miniestaquia, tem se mostrado
promissora para erva-mate, como demonstram os estudos de Santin et al. (2015, p.
571), Sturion; Stuepp; Wendling (2017, p. 492), Stuepp et al. (2017a, p. 01; 2017b, p.
1409) e Duarte et al. (2019, p. 05).

Estaquia e miniestaquia visam atender os objetivos da silvicultura clonal,
proporcionando plantios homogéneos, de maior produtividade e com material genético
selecionado (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009, p. 13). Dentre as caracteristicas que
podem ser alvo de selegcao para a erva-mate estdo a qualidade da bebida, em funcao
da composi¢ao quimica das plantas, produtividade e persisténcia foliar, arquitetura de
copa e resisténcia a pragas (STURION; RESENDE, 2010, p. 58; PIRES et al., 2011,
p. 289; WENDLING; SANTIN, 2015, p. 36). O sucesso da estaquia e miniestaquia para
erva-mate esta relacionado a diversos fatores, destacando-se o material genético, a
idade e sexo das plantas matrizes (WENDLING; SANTIN, 2015, p. 26), além de fatores
ambientais (NORBERTO et al., 2001, p. 534), sendo que o principal empecilho esta

relacionado a variagdo de enraizamento entre as plantas matrizes.
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Dentre os fatores intrinsecos ao gendtipo, os reguladores de crescimento e
outros grupos quimicos exercem influéncia direta e indireta na formacéo de raizes
adventicias, como as auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, acido abscisico e
compostos fendlicos, além de cofatores de enraizamento (ALFENAS et al., 2009,
p. 41; HARTMANN et al., 2011, p. 295). Dentre as caracteristicas de interesse em /.
paraguariensis esta a gama de compostos quimicos, presentes especialmente em
suas folhas, entretanto, pouco se conhece sobre a variagao dessas substancias nos
gendtipos e da influéncia que podem exercer no processo de enraizamento das
estacas. A sazonalidade ainda tem se apresentado como fator relevante, com
influéncia tanto no processo de enraizamento (FACHINELLO; HOFFMANN;
NACHTIGAL, 2005, p. 81; HARTMANN et al., 2011, p. 315; STUEPP et al., 2015,
p. 524; SA et al., 2018, p. 1434), quanto na composi¢do quimica da erva-mate
(COELHO; ATHAYDE; SCHENKEL, 2001, p. 155; SCHUBERT et al., 2006, p. 1235).

A clonagem, por sua vez, além de uma alternativa para obtengao de mudas,
€ indispensavel para o melhoramento e conservagao, sendo primordial para o resgate
de genotipos adultos selecionados em campo (BRONDANI et al., 2009, p. 42). Na
busca por um estilo de vida mais saudavel e por alimentos funcionais, a erva-mate se
destaca por ser matéria-prima potencial, e a selegdo de gendtipos com determinado
perfil quimico, aliados a técnica de clonagem, pode permitir a implantagao de ervais
que fornegam produtos diferenciados e de maior valor agregado (WENDLING et al.,
2004, p. 35). Dentre os inumeros compostos bioativos, a cafeina se destaca por ser
um composto estimulante do sistema nervoso central, e seu consumo moderado traz
inumeros beneficios a saude (TFOUNI et al., 2018, p. 661; VALDUGA et al., 2019, p.
480), sendo alvo de interesse para mercados especificos.

A cafeina apresenta elevada herdabilidade, sendo possivel que essa
caracteristica seja trabalhada com sucesso no melhoramento genético (SCHERER et
al., 2002, p. 208; STURION et al., 2004, p. 13; NAKAMURA et al., 2009, p. 120). Desta
maneira, torna-se importante selecionar materiais genéticos diferenciados, que
possam fornecer produtos especificos e também propagulos para producao de
mudas. A partir disso é possivel planejar a formagdo de ervais para produtos
preestabelecidos, como chimarrdo mais suave ou mais amargo, chas descafeinados
ou até mesmo produgao isolada desses compostos. Diante do exposto, o presente

estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da sazonalidade e de gendétipos nos
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teores de compostos bioativos e no enraizamento de estacas, bem como a correlagao

destes compostos com a rizogénese de llex paraguariensis.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta do material vegetal

A éarea de coleta esta localizada em um teste de procedéncias e progénies,
no municipio de lvai, Parana, Brasil (25°01’S, 50°47’'W e 650-750 m altitude)
(WENDLING et al., 2016, p. 242). Foram selecionados 19 gendtipos (TABELA 4.1),
com aproximadamente 23 anos de idade, sendo o material vegetal coletado no final
de cada estacdo, nas datas: 26/09/18 (inverno), 13/12/18 (primavera), 14/03/19
(verao) e 19/06/19 (outono).

TABELA 4.1 - IDENTIFICAGAO DOS GENOTIPOS E CLASSIFICAGAO QUANTO AO TEOR DE

CAFEINA.
Genétipo Caodigo Teor de cafeina

1 EC18 Baixo

2 EC19 Descafeinado
3 EC21 Médio

4 EC22 Descafeinado
5 EC24 Alto

6 EC25 Alto

7 EC26 Médio

8 EC28 Alto

9 EC30 Baixo

10 EC32 Médio

11 EC33 Alto

12 EC36 Alto

13 EC38 Alto

14 EC40 Alto

15 EC43 Alto

16 EC45 Alto

17 EC51 Baixo

18 EC53 Alto

19 EC65 Alto

FONTE: A autora (2020).

As matrizes foram selecionadas pela produtividade e pelos teores de cafeina,
baseando-se em estudos prévios (HELM et al., 2015, p. 01), na normativa Anvisa -
RDC N° 277, de 22 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005): produtos descafeinados
podem apresentar maximo de 0,1% de cafeina (g.100 g') e de acordo com Schuhli;
Penteado Junior; Wendling (2019, p. 20). Assim, foram considerados neste estudo:

alta cafeina - gendtipos com teores superiores a 1,6% (16 mg.g™'); média cafeina —
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gendtipos entre 1,0 e 1,5% (10 a 15 mg.g™"); baixa cafeina: 0,20 a 0,99% (2 a 9,99

mg.g') e descafeinados: menor que 0,1% (1 mg.g™).

4.2.2 Estaquia

Foram coletadas brotagdes semilenhosas, do tergo superior e em toda a
circunferéncia da copa (altura média de 1,5 m), sendo o material acondicionado em
caixas de isopor contendo agua e gelo e transportados até o local da instalagao do
experimento. As estacas foram preparadas com 12 + 1 cm, com corte em bisel na
base e reto acima da ultima gema, mantendo-se um par de folhas na porgao terminal,
reduzidas pela metade.

Apos o preparo, as estacas foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a
0,5% por 10 minutos e, posteriormente, lavadas em agua corrente por 5 minutos e
entdo imersas em fungicida Bendazol® (1 mL.L"), por 10 minutos. As bases das
estacas foram tratadas com solugado hidroalcéolica (50% v/v) de 6000 mg.L™" de acido
indolbutirico (AIB), por 10 segundos. As estacas foram plantadas em caixas de
polietileno com fundo perfurado, contendo vermiculita de granulometria média como
substrato. Os experimentos foram mantidos em casa de vegetagdo com nebulizagéo
intermitente por 15 segundos a cada 6 a 10 minutos (80% de umidade relativa e
temperatura entre 20-30 °C).

Transcorridos 100 dias da instalagdo, foram avaliados: porcentagem de
enraizamento (estacas com raizes de no minimo 2 mm de comprimento); numero de
raizes por estaca; porcentagem de emissdo de novos brotos (brotagdes com no
minimo 5 mm de comprimento); e porcentagem de estacas que mantiveram as folhas
originais. Os experimentos de estaquia foram realizados no Laboratério de

Propagacéo de Espécies Florestais da Embrapa Florestas.
4.2.3 Compostos bioativos
4.2.3.1 Preparo do extrato
Folhas maduras, livres de injurias, em toda a circunferéncia da copa foram

coletadas, armazenadas em sacos de papel craft, colocadas para congelar em ultra

freezer (-80 °C) e posteriormente liofilizadas a -40 °C por 72 horas. Posteriormente,
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as amostras foram trituradas até a obtencéo de po fino e homogéneo. Para a corregao
da massa utilizada nas analises quimicas, o grau de umidade das amostras foi
determinado em triplicada, com secagem em estufa a 105 °C até peso constante.

O extrato aquoso foi preparado a partir de 10 mg de amostra moida e 2 ml de
agua ultrapura e agitado em vortex por 30 segundos. Os tubos contendo as amostras
foram acondicionados em equipamento Thermomixer® e a extragéo realizada a 60 °C
e 300 rpm por 1 hora e posterior filtragem em filtro de nylon de 0,22 um. A partir do
extrato foram determinados o teor de compostos fendlicos totais, capacidade
antioxidante via radical ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e
radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), metilxantinas (cafeina e teobromina) e
acidos cafeoilquinicos. As analises quimicas foram realizadas no Laboratério de
Ecofisiologia da Universidade Federal do Parana e no Laboratério de Tecnologia de

Produtos Nao Madeiraveis da Embrapa Florestas.

4.2.3.2 Capacidade antioxidante (radicais ABTS e DPPH)

A determinagdo da capacidade antioxidante do extrato via radical ABTS
seguiu as metodologias de Re et al. (1999, p. 1233) e Yim et al. (2013, p. 277), com
modificagbes. Inicialmente, a reagdo de 10 mL de ABTS (7 mmol.L"') com 176 pL de
persulfato de potassio (140 mmol.L") foi mantida por 16 horas no escuro. Em seguida,
1 mL dessa solugéo foi adicionada em tamp&o de acetato de sodio (80 mmol.L"; pH
4,5), sendo a absorbancia da solugao ajustada para 0,70 £ 0,05. A aliquota de 3 mL
da solugéo ajustada foi adicionada a 30 yL de extrato. As amostras foram mantidas
no escuro por 2 horas, em temperatura ambiente e as absorbancias tomadas em
espectrofotobmetro a 734 nm.

A capacidade antioxidante do extrato via radical livre DPPH foi determinada
pela metodologia de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995, p. 26), com modifica¢des.
Utilizou-se 0,1 mL de extrato diluido em 3,9 mL de solugdo metandlica de DPPH (0,06
mmol.L-") (ajustada para absorbancia de 0,50 + 0,05), mantidas por 30 minutos no
escuro e em temperatura ambiente. Posteriormente, as absorbancias foram tomadas
em espectrofotbmetro a 515 nm.

As curvas analiticas foram obtidas com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), entre as concentragdes de 0 a 2500 ymol.L" (R?

= 0,9896) para a conversao da absorbéancia do sequestro de radicais ABTS e entre as
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concentragdes entre 0 e 1000 umol.L"' (R? = 0,9868) para a conversdo da absorbancia
do sequestro de radicais DPPH. Os resultados foram expressos em pmol de
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox por grama de amostra seca
(umoITEAC.g™).

4.2.3.3 Compostos fendlicos totais

Seguiu-se metodologia espectrofotométrica Folin-Ciocalteau (SINGLETON;
ROSSI, 1965, p. 144), com modificagcbes. Em baldo volumétrico foram adicionados
0,1 mL de extrato, 6 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau,
agitando-se por 1 minuto. Apés, adicionou-se 2 mL de solu¢do aquosa de Na2COs a
15%, agitando-se por mais 30 segundos. O volume final foi ajustado com &agua
destilada para 10 mL. A reagdo permaneceu no escuro, em temperatura ambiente,
por 2 horas e posteriormente as absorbancias foram tomadas em espectrofotdmetro
a 760 nm. A curva analitica foi obtida com acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdico)
entre as concentragdes de 0,25 e 13 mg.L"" (R? = 0,9988) e os resultado expressos

em mg Equivalentes ao Acido Galico por grama de amostra seca (mgEAG.g™").

4.2.3.4 Metilxantinas e acidos cafeoilquinicos

Foram quantificados a partir de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), com a utilizagao de cromatdgrafo liquido Shimadzu® (UFLC) controlado pelo
software LC Solution e equipado com injetor automatico e detector de UV (SPD-20A).
Para a separag&o dos compostos utilizou-se a coluna Shim-Pack CLC-ODS (M)® (250
X 4,6 mm, @ 5 ym), com pré-coluna Shim-Pack CLC G-ODS® (10 x 4,0 mm, @ 5 ym),
ambos Shimadzu®. As condigbes de separacdo dos compostos presentes no extrato
aquoso (20 uL de injecédo) foram: 30 °C com fluxo de 0,5 mL.min-1 de eluente com a
fase movel A (H20:4acido acético Alphatec® - 99,9:0,1 v/v) e B (acetonitrila Merck® -
100%). O comprimento de onda utilizado para detec¢ao do composto foi 280 nm (fixo).
O programa de eluicdo com gradiente foi: 0-15 min (3% B), 15-20 min (3-20% B), 20-
40 min (20% B), 40-45 min (20-30% B), 45-55 min (30-100% B), 55-75 min (100% B),
75-80 min (100-3% B) e 80-95 min (3% B).

A identificagdo e quantificagdo das metilxantinas cafeina (1,3,7-

trimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina) foi realizada a partir de curvas
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analiticas obtidas com padrées Sigma®, entre as concentragdes de 0 a 1,0 mg.mL"’
(R? = 0,9933) e de 0 a 0,5mg.mL" (R? = 0,9827) para cafeina e teobromina,
respectivamente. A identificagcdo dos acidos cafeoilquinicos (acido 3-cafeoiliquinico
(3-CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), acido 5-cafeoilquinico (5-CQA)) também foi
realizada com padrdo Sigma® e a semi quantificagdo foi obtida a partir de curva
analitica entre as contragdes de 0 e 10 mg.mL"de 3-CQA (R2=0,9914). Os resultados

foram expressos em mg de composto por grama de amostra (mg.g-'), em base seca.

4.2.4 Analise estatistica

O experimento de estaquia seguiu um delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repeticdes de 10 estacas, em esquema fatorial duplo (19 gendtipos e 4
estacdes do ano). As analises de capacidade antioxidante, compostos fendlicos totais,
metilxantinas e acidos cafeoilquinicos foram realizadas em triplicatas para cada
genotipo, também em esquema fatorial duplo. Para verificar a tendéncia de
comportamento geral entre os 19 gendétipos nas quatro estagdes do ano, para as
variaveis relacionadas ao enraizamento e de composigao quimica, foram utilizados os
Modelos Lineares Generalizados.

Posteriormente, em fungdo da grande variabilidade dos dados, e baseando-
se na literatura (BITENCOURT et al., 2009, p. 278; STUEPP et al., 2017b, p. 03;
DUARTE et al., 2019, p. 08), as matrizes que apresentaram enraizamento igual ou
superior a 70%, em pelo menos uma época do ano, foram submetidas novamente aos
Modelos Lineares Generalizados e comparacdo multipla entre os tratamentos por
contrastes ortogonais, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, para as variaveis que
permitiram ajuste dentro da distribuicdo gaussiana (porcentagem de enraizamento,
numero de raizes, emissao de brotos e manutencao de folhas) e gama (capacidade
antioxidante via radicais ABTS e DPPH e compostos fendlicos totais). As variaveis
teor de cafeina e de teobromina foram analisadas utilizando-se o teste de Kruskal
Wallis (p<0,05) e teste de Fisher (post-hoc) para comparagao das médias (para cada
fator individualmente).

Para verificar as relacdes entre as variaveis estudadas para estaquia e para
os compostos bioativos, realizou-se a analise de correlagdo de Pearson (p<0,05).
Utilizou-se como classificacédo o sistema de Shimakura (2006, p.71), atribuindo-se os

valores qualitativos aos valores numéricos do coeficiente de correlacédo de Pearson
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(r), onde: r=10,00] a |0,19| - correlagao bem fraca; r=|0,20| a |0,39| - correlagao fraca;
r=10,40| a |0,69| - correlagdo moderada; r= |0,70| a |0,89| - correlagao forte; r=]0,90|

a |1,00] - correlagdao muito forte.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as variaveis estudadas, relacionadas ao enraizamento e aos
compostos bioativos, apresentaram interacao significativa entre os fatores gendétipos
e estacdo do ano, exceto para a variavel teobromina, que apresentou diferencas
somente entre os gendtipos. Houve variagdo no comportamento rizogénico entre e
dentro dos gendtipos, em todas as épocas do ano estudadas (FIGURA 4.1). De
maneira geral, a porcentagem de enraizamento variou de 0 a 98%, independente da
estagdo, sendo o mesmo comportamento ja relatado por Tavares; Picheth; Maschio
(1992, p. 627). Apenas o gendtipo EC21 apresentou enraizamento superior a 70% em
todas as épocas do ano. De maneira geral, as matrizes EC18, EC26, EC32, EC33,
obtiveram as médias de enraizamento mais baixas, n&o atingindo 30% em nenhuma

das coletas.

FIGURA 4.1 - PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO AO LONGO DAS QUATRO ESTACOES DO
ANO EM 19 GENOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil.
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FONTE: A autora (2020).

Estudos de estaquia para erva-mate realizados na ultima década reportam
porcentagens de enraizamento variadas, independente dos métodos de obtencéo dos
propagulos. Bitencourt et al. (2009, p. 278) obtiveram maiores porcentagens de

enraizamento em estacas provenientes de rebrota (65,5%) quando comparadas as
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brotacbes do ano coletadas da copa (8,5%). Nascimento et al. (2018, p. 245)
obtiveram 37% de enraizamento em estacas provenientes de brotagdes epicérmicas
e 26% com utilizacdo de brotos da copa das arvores. Stuepp et al. (2017b, p. 03),
utilizando brotagbes da copa das arvores, obtiveram percentual de enraizamento entre
0 e 87,5%. Duarte et al. (2019, p. 08) observaram variagédo de 22,5 a 86,2% de
enraizamento em estacas obtidas apds cinco meses de poda drastica das matrizes.
No mesmo sentido, Stuepp et al. (2017a, p. 1411) encontraram valores médios de
52,5 e 88,7% de enraizamento em estacas provenientes de decepa e anelamento,
respectivamente. Esses resultados corroboram com os obtidos no presente estudo e
confirmam a potencialidade da estaquia para erva-mate.

Os resultados evidenciam que a estagdo do ano exerce papel fundamental
para o enraizamento via estaquia, sendo que primavera e verao resultaram em
maiores porcentagens de estacas enraizadas, até mesmo para as matrizes com
menor potencial rizogénico, exceto para EC51 que obteve maior enraizamento no
outono (FIGURA 4.1). De acordo com Fachinello; Hoffmann; Nachtigal (2005, p. 81) e
Hartmann et al. (2011, p. 315) a influéncia da estagdo do ano no sucesso da estaquia
esta relacionada a consisténcia das brotacdes utilizadas. Para os autores, as estacas
coletadas em periodo de crescimento vegetativo intenso (primavera e verao) sao mais
herbaceas, potencializando a capacidade de enraizamento, enquanto brotacdes
coletadas no inverno apresentam maior grau de lignificagao e a tendéncia de menor
taxas de enraizamento, fato confirmado no presente estudo.

Wendling; Santin (2015, p. 29) relatam que a idade das plantas também é fator
critico para o enraizamento da erva-mate, em fungdo da baixa juvenilidade das
brotacdes de plantas mais velhas, indicando técnicas de rejuvenescimento e, ou
revigoramento para obtencdo de melhores resultados. Entretanto, apesar do erval
utilizado no presente estudo ter sido implantado a mais de duas décadas, muitas
plantas matrizes respondem satisfatoriamente ao enraizamento, sugerindo que neste
caso, o material genético apresentou maior influéncia no sucesso na rizogénese da
espécie do que a maturidade da planta. Além disso, as matrizes sofrem podas
bianuais, mantendo-se a copa rebaixada, fornecendo propagulos mais juvenis. No
mesmo sentido, Stuepp et al. (2017a, p. 1411) obtiveram enraizamento acima de 50%
em propagulos oriundos de matrizes com 80 anos. Duarte et al. (2019, p. 09) também
destacam o potencial de enraizamento e a efetividade de utilizagdo de material adulto

(>50 anos) para propagacao vegetativa da espécie.
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Com relacdo aos teores de cafeina, também foi possivel verificar que a
sazonalidade afeta diretamente seu conteudo, havendo variagdo significativa entre e
dentro dos 19 gendtipos avaliados (FIGURA 4.2). Os valores variaram de préximos de
0 mg.g' (descafeinados) até préximos de 37 mg.g”', consideradas genoétipos com
elevados teores de cafeina, e de maneira geral, primavera e ver&do resultaram em
maior conteudo desse composto (FIGURA 4.2). A variacao genotipica observada para
os teores de cafeina e a alta herdabilidade dessa carateristica (SCHERER et al., 2002,
p. 208; STURION et al., 2004, p. 13), permite a selegéo de individuos com diferentes
perfis fitoquimicos, possibilitando mercados e produtos diferenciados a partir dessas
plantas. De acordo com Kadu et al. (2012, p. 73) o conhecimento da variagdo dos
compostos quimicos entre individuos facilita a selecdo e auxilia na adogédo de

estratégias de melhoramento genético.

FIGURA 4.2 - TEORES DE CAFEINA AO LONGO DAS QUATRO ESTACOES DO ANO EM 19
GENOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil.

EC18 EC19 EC21 EC22 EC24 EC25 EC26 EC28 EC30 EC32 EC33 EC36 EC38 EC40 EC43 ECA45 EC51 EC53 EC65
u Outono 2,22 0,61 12,33 0,66 10,85 17,65 13,79 23,34 2,01 12,55 11,13 10,74 31,57 28,84 21,42 26,64 0,95 26,42 13,21
m Verao 6,72 3,11 1553 0,73 29,17 28,55 21,14 23,63 5,17 14,40 35,20 17,01 25,05 31,46 20,65 25,83 7,73 29,90 21,18

Primavera 9,42 1,40 18,74 2,88 24,23 36,83 13,81 22,05 6,20 15,74 36,02 21,53 25,40 24,18 22,31 22,61 594 31,81 20,44
®Inverno 2,22 061 12,33 0,66 10,85 17,65 13,79 23,34 2,01 12,55 11,13 10,74 31,57 28,84 21,42 26,64 0,95 26,42 13,21

Teor de cafeina (mg.g-1)

Gendtipos

FONTE: A autora (2020).

Ainda sdo poucos os estudos que relatam a cafeina como alvo do
melhoramento genético da erva-mate, mas os resultados observados na literatura
para esse e outros compostos, indicam a possibilidade de ganhos genéticos com a
selecdo de gendtipos (SCHERER et al., 2002, p. 208; STURION et al., 2004, p. 13;
NAKAMURA et al., 2009, p. 120; CARDOZO JUNIOR et al., 2010, p. 176). A cafeina
fornece produtos estimulantes, e 0 seu consumo esta associado a resisténcia fisica,
reducdo da fadiga e aumento da atengao e concentragao mental (HECKMAN; WEIL;
DE MEJIA, 2010, p. 77). Por outro lado, consumo de produtos cafeinados é
contraindicado em casos de doengas cardiovasculares graves, Ulceras, tensao

nervosa e insénia (CASSEL et al., 2010, p. 656) e a busca por produtos com baixos
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teores ou até mesmo descafeinados, tem sido cada vez mais frequente. Assim,
conhecer o perfil de compostos de interesse de cada gendtipo traz a possibilidade de
implantacdo de ervais selecionados, a fim de desenvolver produtos que atendam
publicos mais especificos.

Dentre os 19 gendtipos estudados, oito apresentam enraizamento
considerado satisfatorio a nivel comercial, acima de 70% (demonstrado na linha de
corte na FIGURA 4.1), e poderiam ser utilizados de imediato para propagacgao
vegetativa. Em contrapartida, as matrizes que apresentam menores taxas de
enraizamento podem ser alvo de mais estudos, a partir de solugbes simples como
utilizacao de diferentes concentragdes de auxinas, maior periodo no leito de
enraizamento, tamanho de estacas, substratos e posicdo de coleta na planta, entre
outras (BRONDANI et al., 2009, p. 41; WENDLING et al., 2013, p. 117; STUEPP et
al., 2017a, p. 01; DUARTE et al., 2019, p. 09). Entretanto, cabe salientar que os
resultados demonstram a viabilidade da estaquia para propagacao vegetativa da erva-
mate e que o investimento em pesquisa e adequacao da técnica tende a alcangar
resultados ainda mais expressivos, visto que a técnica de miniestaquia, teoricamente
mais eficiente pelo maior vigor dos propagulos, tem apresentado resultados
semelhantes aos de estaquia (BRONDANI et al., 2007, p. 257; BRONDANI et al.,
2008, p. 29; KRATZ et al., 2015, p. 609; SA et al., 2018, p. 1431; PIMENTEL et al.,
2019, p. 559).

Em caso de plantas de extremo interesse comercial e de dificil enraizamento,
como os genotipos EC18, EC19, EC30 e EC51 por apresentarem reduzidos teores de
cafeina, e os gendtipos EC25 e EC38 por apresentarem elevadores teores, pode-se
aplicar outras técnicas de resgate vegetativo, como podas drasticas, decepa total ou
de galhos, anelamento e até mesmo enxertia (WENDLING; SANTIN, 2015, p. 37;
STUEPP et al., 2018, p. 986; DUARTE et al., 2019, p. 09). Essas técnicas visam
reestabelecer a juvenilidade e/ou o vigor de plantas que ja se encontram na fase
adulta, recuperando a competéncia das células com relagcdo ao seu poder de
totipoténcia (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009, p. 47), reestabelecendo condigdes
fisiologicas e bioquimicas, melhorando assim a capacidade de enraizamento
(WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014, p. 481).

Varios sdo os fatores que controlam ou estdo atrelados ao potencial de
enraizamento das espécies, destacando-se especialmente a presenga de substancias

quimicas enddgenas. Na classe dos reguladores de crescimento, o balan¢go hormonal
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entre auxinas, giberelinas e citocininas exerce grande influéncia na rizogénese
(FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005, p. 82; ALFENAS et al., 2009, p. 41).
Ainda, os chamados cofatores de enraizamento, sdo compostos que atuam na
estabilizagao das auxinas, auxiliando na promocao e formagao das raizes adventicias,
como por exemplo, os compostos fenolicos (ALFENAS et al., 2009, p. 42). Em
contrapartida, Fachinello; Hoffmann; Nachtigal (2005, p. 82) ressaltam que a oxidagao
de fendlicos compostos nos propagulos pode dificultar o enraizamento. Apesar do
largo conhecimento sobre os compostos de interesse para erva-mate, pouco se sabe
sobre a influéncia desses na propagacao vegetativa da espécie.

A matriz de correlacdo de Pearson (FIGURA 4.3) demonstra nao haver
correlagao entre os dois grupos de variaveis estudadas (enraizamento e compostos
bioativos). Contudo, ha correlagdes de moderadas a muito fortes entre as variaveis de
cada grupo. O enraizamento se correlaciona de maneira positiva, significativa e de
moderada a forte com a emissao de brotos (p = 0,68) e a manutencéo das folhas
originais nas estacas (p = 0,75). A variavel enraizamento ndo apresentou qualquer
correlagdo com os compostos quimicos, destacando a correlacdo nula com
compostos fendlicos totais, indicando que a presenca destes nao exerce influéncia
sobre 0 processo rizogénico dos gendtipos estudados.

Existem diferentes classes de compostos fendlicos, e dentro disso Lee;
Starratt; Jevnikar (1982, p. 517) ressaltam que monofendis e m-difendis estimulam a
oxidacdo da auxina enddgena, enquanto o-difendis, p-difendis e polifendis inibem
essa reagao, agindo diretamente no processo de formagao de raizes. Entretanto,
nenhum indicio de atuagado dos fendlicos totais no enraizamento foi observada no
presente estudo. Sa (2018, p. 102) também nao observou correlagdo entre
enraizamento e compostos fendlicos totais em miniestaquia de erva-mate, entretanto,
a autora salienta que isso nao indica por si sO, que esses compostos nao afetam o
desenvolvimento radicial, pois a atuacdo destes pode ocorrer de maneira associada a

outros compostos.



94

FIGURA 4.3 - CORRELACAO DE PEARSON ENTRE ENRAIZAMENTO (EM), BROTACAO (BR),
MANUTENCAO DE FOLHAS (MF), CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (RADICAIS ABTS
E DPPH), COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT), CAFEINA (C), TEOBROMINA
(T), METILXANTINAS TOTAIS (MXT), ACIDO-3-CAFEIOLQUINICO (AC3), ACIDO-4-
CAFEIOLQUINICO (AC4), ACIDO-5-CAFEIOLQUINICO (AC5) E ACIDOS
CAFEIOLQUINICOS TOTAIS (ACT) PARA 19 GENOTIPOS DE llex paraguariensis
A.St.-Hil.
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FONTE: A autora (2020).
NOTA: Valores de correlagéo sinalizados com cor apresentam significancia ao nivel de 5% (azul:
correlagao positiva; vermelho: correlagdo negativa).

A capacidade antioxidante presente na erva-mate também nao influenciou no
processo de formacado de raizes, bem como as metilxantinas e os acidos
cafeoilquinicos (FIGURA 4.3). O consumo desses compostos em produtos oriundos
de I. paraguariensis traz inumeros beneficios a saude mental (HECKMAN; WEIL; DE
MEJIA, 2010, p. 77) e a auséncia de correlagdo entre os compostos quimicos e a
rizogénese pode ser considerada como um aspecto positivo para as questdes de
produgao de mudas. Esses resultados indicam que possivelmente a presenca desses
compostos, sejam em elevadas ou reduzidas quantidades, ndo sdao um empecilho
para a propagacgao vegetativa via estaquia, e o baixo potencial de enraizamento
observado em alguns gendétipos nao esta associado a esses compostos.

Além das caracteristicas de interesse, para produ¢cao de mudas em escala
comercial, sdo necessarios materiais genéticos que apresentem elevadas taxas de
multiplicagdo ao longo de todo o ano, sendo essas associadas a altas porcentagens
de enraizamento adventicio (PIMENTEL et al., 2019, p. 560), tornando importante a

identificacdo de matrizes que respondam satisfatoriamente a essas condigdes. Neste
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sentido, com base em resultados de enraizamento para propagacao vegetativa da
erva-mate, via estaquia, observados na literatura, pode-se afirmar que os gendétipos
EC21, EC22, EC24, EC28, EC40, EC45, EC53 e EC65 (FIGURA 4.1; TABELA 4.2)
apresentam elevado potencial para propagac¢ao massal. No presente estudo, para as
variaveis porcentagem de enraizamento, numero de raizes, emiss&do de brotacdes e
manutencao de folhas houve interacao significativa entre gendtipos e épocas do ano
(TABELA 4.2).

TABELA 4.2 - PORCENTAGEM MEDIA DE ENRAIZAMENTO, N}’JMERO MEDIO DE RAIZES,
EMISSAO DE NOVAS BROTAGOES E MANUTENCAO DE FOLHAS EM ESTAQUIA
DE OITO GENOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil. EM QUATRO EPOCAS DO

ANO.
Epoca do ano
Genétipo Inverno Primavera Verao Qutono
Enraizamento (%)

EC21 86,0 a A 86,0 a A 82,0ab A 82,0aA
EC22 50,0 ab BC 84,0 ab AB 96,0a A 36,0bC
EC24 40,0 b BC 76,0 ab AB 84,0 ab A 36,0bC
EC28 46,0b B 16,0dC 88,0a A 36,0 b BC
EC40 32,0bB 94,0aA 54,0b B 48,0 ab B
EC45 20,0bB 76,0 ab A 76,0 ab A 12,0bB
EC53 420bB 44,0cd B 78,0 ab A 36,0 b BC
EC65 280bC 54,0 bc B 98,0a A 140bC
--------- Numero de raizes
EC21 12,1 a AB 16,1 ab A 8,1abB 7,2abB
EC22 8,1aBC 18,7ab A 12,4 a AB 50acC
EC24 89aA 13,3ab A 8,8ab A 3,1acB
EC28 10,6 aA 1,4cC 7,9 ab AB 4,1 ac BC
EC40 9,5aAB 15,17ab A 12,1 ab AB 85aB
EC45 12,1aA 98b A 7,6 b AB 1,4cB
EC53 98aB 18,2aA 9,8abB 78aB
EC65 6,1aB 17,3aA 8,0ab B 1,8bc C
--------- Brotacao (%)
EC21 98,0a A 58,0aB 88,0aA 16,0 bc C
EC22 58,0 bc AB 44,0 ab AB 64,0 ab A 26,0 ac B
EC24 70,0 ab A 54,0 ab A 84,0 ab A 20cB
EC28 40,0 bc A 38,0ab A 50,0 ab A 30,0ab A
EC40 28,0cA 44,0 ab AB 50,0 ab A 52,0a A
EC45 28,0c BC 58,0 a AB 88,0aA 10,0 bc C
EC53 32,0 bc AB 14,0bB 420b A 16,0 bc AB
EC65 36,0 bc B 36,0 ab B 78,0 ab A 28,0 ac B
--------- Manutencéo de folhas (%)
EC21 76,0 a A 88,0aA 92,0ab A 90,0a A
EC22 68,0 ab A 92, a AB 96,0 ab A 66,0 abc B
EC24 420abC 86,0 aB 98,0 a AB 100,0 a A
EC28 22,0cd B 80,0a A 74,0 ab A 34,0cd B
EC40 20,0cd C 86,0a A 58,0 b AB 40,0 bd BC
EC45 0,0dC 72,0 ab AB 94,0 ab A 46,0 bd B
EC53 14,0cd B 38,0bB 72,0 ab A 22,0d8B
EC65 14,0cd C 56,0 ab B 98,0a A 74,0 ab B

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Média seguida por letras iguais, maiuscula na mesma linha e minuscula na mesma coluna, n&o

diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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De maneira geral, o processo de formagéo de raizes adventicias foi favorecido
nas coletas de primavera e verdo, com as maiores médias para todos os genaotipos.
Dentre esses, EC21 se destaca por manter médias acima de 80% de enraizamento
em todas as épocas do ano, EC22 e EC24 expressam os melhores resultados na
primavera e no verao. Alguns materiais genéticos apresentam maiores porcentagens
de enraizamento em determinada época do ano, como EC40 na primavera (94%) e
EC65 no verao (98%), reduzindo drasticamente o enraizamento nas outras estacdes
(TABELA 4.2). Esses resultados reforgam a ideia de que o0 sucesso da propagagao
vegetativa de erva-mate esta intimamente atrelado ao material genético utilizado, a
época de estaquia e de coleta do material. Cabe ressaltar que, de maneira geral,
estudos de miniestaquia com estes gendtipos poderao gerar resultados melhores para
todos os gendtipos tendo em vista um melhor controle ambiental e nutricional das
minicepas (WENDLING; SANTIN, 2015, p. 48).

Sa et al. (2018, p. 1434) observaram taxas de enraizamento acima de 68%
em miniestacas colhidas na primavera. De acordo com os autores, as plantas podem
ter acumulado reservas nas estacdes mais frias do ano, que foram disponibilizadas
na primavera, contribuindo para a iniciacao radicial. Stuepp et al. (2015, p. 524)
obtiveram 85% de enraizamento em estacas provenientes de decepa de matrizes de
80 anos, no periodo de verao, reduzindo-se para 46,2% nas brotagbes de inverno. De
acordo com Xavier; Wendling; Silva (2009, p. 111) observou-se menor enraizamento
no inverno e outono pela redugdo do metabolismo com as baixas temperaturas, ndo
proporcionando as condigdes adequadas para inducdo, desenvolvimento e
crescimento radicial nas estacas.

Apesar da porcentagem de enraizamento ser a principal variavel levada em
consideragao para a selecdo dos gendtipos propagados, ha outras variaveis de
importancia e que sao indispensaveis para a producdo de mudas de qualidade, como
0 numero de raizes produzidos pela estaca, a emissao de brotagcdes e a manutencao
das folhas originais. O numero de raizes demonstra, sobretudo, o potencial de
crescimento que a nova planta tera, pois de nada adianta uma estaca enraizar, mas
nao apresentar um sistema radicial bem formado e passivel de sustentar a nova
planta. Assim, de maneira geral, pode-se afirmar que a primavera proporcionou
estacas com maior numero de raizes, exceto para as matrizes EC28 e EC45. Ainda,

as estacas de outono apresentaram os menores nimero de raizes.
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Em contexto geral, as médias de emiss&o de brotos foram superiores no
verdo. Com relagdo a manutengao de folhas originais, as estacas da primavera e do
verao apresentaram as maiores médias, exceto para EC24, que apresentou 100% de
estacas brotadas no outono. A tendéncia dessas duas variaveis corrobora com as
médias observadas para porcentagem de enraizamento, e confirmam as fortes
correlagdes positivas observadas entre as mesmas (FIGURA 4.3). Fisiologicamente,
a emissdo de novos brotos pode estar correlacionada com o balanco
auxina/citocininas, que quando em concentragdes adequadas favorecem o
enraizamento, entretanto, quando citocinina se encontra em altas concentragdes pode
inibir a iniciacao da formagao das raizes (ALFENAS et al., 2009, p. 42).

O processo rizogénico é favorecido pela manutencao de folhas nas estacas,
pois fornecem carboidratos e horménios indispensaveis para o0 enraizamento
(XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009, p. 94; HARTMANN et al., 2011, p. 301). Assim,
a perda precoce das folhas cessa o transporte de substancias favoraveis ao
enraizamento para a base das estacas (MIRESKI et al.,, 2019a, p. 620), o que,
possivelmente esteja relacionado as menores taxas de enraizamento observadas no
inverno e outono. Os carboidratos fornecidos pelas folhas séo fonte de energia
disponivel para a sintese de outras substancias essenciais na inducdo de raizes
adventicias (HARTMANN et al., 2011, p. 313), podendo favorecer o efeito das auxinas,
horménios diretamente relacionados a emisséo de raizes (WIESMAN; LAVEE, 1995,
p. 189).

Para as variaveis capacidade antioxidante via radical ABTS e radical DPPH e
teores de compostos fendlicos totais houve interagéo entre os fatores gendtipos e
época do ano (TABELA 4.3). A capacidade antioxidante via radical ABTS foi
significativamente superior no inverno para todos os genotipos. Ja para o radical
DPPH houve grande variagado tanto entre os gendtipos quanto entre as épocas do
ano. De maneira geral, para ambos testes de capacidade antioxidante, EC40 e EC53
se destacam com as maiores médias entre os demais genotipos, entretanto sem diferir
significativamente de EC22 e EC65 na primavera. Esses resultados podem ser
aplicados como ferramenta de selecéo para obtencéo de plantas com maiores valores
nutricionais (VALDUGA et al., 2016, p. 119).
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TABELA 4.3 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (RADICAIS ABTS E DPPH) E TEORES DE
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE OITO GENOTIPOS DE llex paraguariensis
A.St.-Hil. EM QUATRO EPOCAS DO ANO.

Epoca do ano

Genotipo Inverno Primavera Verao Outono
ABTS (umolTEAC.g")

EC21 939,0 bc A 384,1bcC 501,2 ac B 332,7cdC
EC22 960,8 bc A 498,7 a B 440,5 cd BC 398,0 bc C
EC24 883,3cA 3789cC 558,3 ab B 308,1ce D
EC28 992,2 bc A 368,4cB 399,4 de B 273,5de C
EC40 1253,3a A 5442 a B 582,0a B 665,1 a B
EC45 915,6 bc A 479,2 ab B 443,8 cd B 459,7b B
EC53 1120,9 ab A 547,4 a BC 488,3 bc C 633,1aB
EC65 851,3cA 551,5aB 366,7e C 239,0eD
_________ DPPH (umolTEAC.g")
EC21 313,3 cd AB 288,9 c AB 344,7 ad A 255,8b B
EC22 354,0 bc A 422,0ab A 356,1 abc A 231,4b B
EC24 272,6dB 359,9 bc A 364,7 ab A 117,0e C
EC28 330,4 bd A 285,8 c AB 258,8d B 154,2cd C
EC40 525,8a A 449,5 ab A 450,3a A 340,8aB
EC45 295,2cd B 388,0 ab A 267,1cd B 168,8cC
EC53 407,7 b AB 454,1 ab A 384,7abB 134,5de C
EC65 258,7d B 481,8a A 292,9bd B 96,6 fC
————————— Compostos Fendlicos Totais (MgEAG.g ")
EC21 46,1b A 43,2aA 447 a A 33,8bB
EC22 51,0b A 52,1a A 44,8 a AB 38,9bB
EC24 44,1 bc A 46,2a A 40,9 ab AB 355bB
EC28 489b A 42,7aB 37,1bC 33,7bC
EC40 63,6 a A 53,9 a AB 46,5aB 46,5aB
EC45 452b A 47,3a A 36,5b B 37,0bB
EC53 52,0b A 53,1aA 41,0ab B 379bB
EC65 376cB 52,2aA 344b8B 344b8B

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Média seguida por letras iguais, maiuscula na mesma linha e mindscula na mesma coluna, nao
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De maneira geral, os teores de compostos fendlicos totais foram maiores nas
coletas de inverno e primavera, percebendo-se poucas diferencas entre gendtipos
dentro de cada época estudada. Novamente a matriz EC40 se destaca com as
maiores médias para essa variavel, sendo significativamente superior as demais para
as coletas de inverno e outono (TABELA 4.3). A presenga de compostos fendlicos em
produtos fabricados a partir da erva-mate traz varios beneficios a saude, como a acao
anti-inflamatéria, antialergénica e até mesmo a inibicdo de tumores (HECK; DE
MEJIA, 2007, p. 138; CHAICOUSKI et al., 2014, p. 34; CARDOZO JUNIOR;
MORAND, 2016, p. 442). A partir da correlagéo positiva significativa observada entre
compostos fendlicos totais e ABTS (p = 0,65) e DPPH (p = 0,89) pode-se atribuir
grande parte da agao antioxidante da espécie a essa gama de compostos fendlicos
encontrados, especialmente pela classe dos acidos clorogénicos (RIACHI; DE MARIA,
2017, p. 309).
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As variaveis cafeina e teobromina totais ndo apresentaram interacio entre os
fatores, entretanto, ha diferenca significativa dentro dos fatores gendétipo e época do
ano (TABELA 4.4). As maiores médias de cafeina foram observadas para EC53, no
outono (34,47 mg.g™') e primavera (31,81 mg.g™'), seguido de EC40, no verao (31,46
mg.g') e inverno (28,84 mg.g™"), respectivamente. O gendtipo EC22 demonstrou os
menores teores desse composto em todas as épocas estudadas (TABELA 4.4). Em
contrapartida, EC22 apresentou médias significativamente superiores de teobromina
em todas as épocas do ano, enquanto EC24 e EC65, no inverno e outono, e EC21 no

inverno, apresentaram teores indetectaveis desse composto.

TABELA 4.4 - TEORES DE CAFEINA E TEOBROMINA DE OITO GENOTIPOS DE llex paraguariensis
A.St.-Hil. EM QUATRO EPOCAS DO ANO.
Epoca do ano

Genétipo Inverno Primavera Verao Qutono
Cafeina* (mg.g™")

EC21 12,33eC 18,74d A 15,53 fB 19,43 e A
EC22 0,66 gB 288eA 0,73gB 0,02gC
EC24 10,85fD 2423b B 29,17b A 1954eC
EC28 23,34 cA 22,05¢cB 23,63d A 21,74dB
EC40 28,84 aB 2418b D 31,46 a A 2561cC
EC45 26,64 b B 2261cC 25,83¢cB 30,14 b A
EC53 26,42b D 31,81a8B 2990b C 34,47 a A
EC65 13,21dC 20,44 d A 21,18e A 18,27 fB
--------- Teobromina* (mg.g")
EC21 0,00eC 1,84d A 1,36 d B 1,65fA
EC22 2,88aC 759 aB 7,26 aB 8,53aA
EC24 0,00eC 240cd A 1,42dB 0,00gC
EC28 1,55¢cd D 3,81aA 292cB 2,58eC
EC40 233abC 357bA 3,34bA 2,76 dB
EC45 1,25dD 277cC 3,16b B 3,32cA
EC53 1,74 bc D 3,72bB 3,01cC 4,59b A
EC65 0,00eC 3,62bA 0,09e8B 0,00gC

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Média seguida por letras iguais, maiuscula na mesma linha e mindscula na mesma coluna, nao
diferem significativamente entre si; * Teste de Kruskal Wallis.

O estudo desenvolvido por Schubert et al. (2006, p.1235) ressalta diferengas
nos teores de metilxantinas para I. paraguariensis, afirmando que o conteudo total
desses compostos € maior nos meses de verao, reduzindo-se nos meses de inverno.
Da mesma maneira, Coelho; Athayde; Schenkel (2001, p. 155) observaram maiores
teores de cafeina e teobromina em amostras coletadas no verdo quando comparadas
as coletadas no inicio da primavera, embora ambos os estudos ndo tenham sido
realizados com clones. Entretanto, ndo € possivel afirmar que a mesma tendéncia
aconteceu no presente trabalho, visto que cada clone apresentou comportamento

diferenciado nas diferentes épocas de coleta, ressaltando que este € o primeiro estudo
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a avaliar os mesmos gendtipos (clones) em diferentes épocas do ano quanto ao
conteudo de compostos bioativos. Ainda, de acordo com Cardozo Junior et al. (2010,
p. 175), a variagdo nos conteudos de cafeina e teobromina pode ser explorada de
maneira satisfatéria em programas de melhoramento genético.

Os resultados observados para a teobromina podem ser explicados pela
principal rota de biossintese da cafeina para I. paraguariensis (YIN; KATAHIRA;
ASHIHARA, 2015, p. 709), sendo a teobromina seu precursor direto. Assim, os teores
de teobromina observados no presente estudo, por exemplo, para EC22 poderiam
tanto estar disponiveis para transformagdo em cafeina, como ser resultado do
catabolismo, ou seja, da quebra da cafeina. Em contrapartida, os valores nulos (0,00
mg.g'), observados para EC21, EC24 e EC65, estdo relacionados com teores tao
baixos que a analise cromatografica nao conseguiu detectar (TABELA 4.4). Ainda,
cabe destacar que houve correlacdo negativa e significativa entre cafeina e
teobromina (p = -0,37) (FIGURA 4.3), sendo o mesmo comportamento observado por
Nakamura et al. (2009, p. 121) e Cardozo Junior et al. (2010, p. 174), que destacam a
sintese de cafeina e teobromina como responsaveis por essa correlagao inversa.

Os resultados tanto de enraizamento quanto compostos quimicos do presente
estudo indicam a potencialidade de implantagado de ervais com clones que atendam
demandas especificas de determinados produtos e aplicagdes potenciais, bem como
a programacao de melhores épocas de colheita para propagagao ou para obtencéo
de determinado perfil quimico. Especialmente relacionado aos teores de cafeina,
pode-se pensar em produtos com elevado poder energético e estimulantes, bem como
produtos alternativos, com baixos teores desse composto, atingindo publicos que
tenham algum problema associado ao consumo de cafeina ou prefiram produtos mais
suaves (HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010, p. 81; VALDUGA et al., 2019, p. 481).
Ainda, de acordo com Nakamura et al. (2009, p. 121), gendtipos como EC38, EC40 e
EC53, que apresentaram elevados teores de cafeina em todas as épocas do ano,
podem ser fonte de matéria-prima para a purificacdo destes compostos e utilizagéo

terapéutica.

4.4 CONCLUSAO

Os compostos bioativos e o poder rizogénico de estacas foram influenciados

pelo gendtipo e pela época do ano. Primavera e verdo proporcionaram maiores
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porcentagens de enraizamento e maiores teores de cafeina. Nao houve correlagéao
entre compostos quimicos e a rizogénese das estacas. Os genotipos estudados
apresentam potencial para propagagao vegetativa e como matéria-prima para

produtos diferenciados.
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CAPITULO IV

5 CHA MATE CAFEINADO E DESCAFEINADO: EFEITO DA TOSTA NOS TEORES
DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ACEITAGAO POR CONSUMIDORES

RESUMO

O consumo de cha mate é crescente, bem como a busca por produtos de
melhor qualidade, com composic¢ao fitoquimica de interesse, para o beneficio da
saude humana. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da tosta da
erva-mate nos teores de compostos bioativos, de diferentes gendtipos, e a aceitagéo
por consumidores de cha mate quente com diferentes teores de cafeina: cafeinados
e descafeinados. Para avaliar a influéncia da tosta foram estudados 11 gendtipos e
uma amostra controle, analisando-se a capacidade antioxidante (radicais DPPH e
ABTS), teores de compostos fendlicos totais, metilxantinas e acidos cafeoilquinicos a
partir do extrato aquoso, antes e apds a tosta. Para os testes de aceitagao foram
avaliadas cinco amostras de chas descafeinados e seis cafeinados, separadamente,
além de chas controle (amostra controle e cha mate comercial), sendo cada categoria
provada por 110 consumidores. O processo de tosta influenciou significativamente nos
teores de compostos bioativos dos chas, bem como houve diferenga entre os
genotipos. Dentre os gendtipos, na categoria cafeinado, EC40 apresentou maior
média de compostos fendlicos (81 mgEAG.g') e elevada capacidade antioxidante
(ABTS= 3502 pymol.g"; DPPH= 1047 umol.g™"), apos a tosta. Para os descafeinados,
EC51 apresentou maior teor de compostos fendlicos (65 mgEAG.g") e também
elevada capacidade antioxidante (ABTS= 2755 pymol.g™'; DPPH= 935 umol.g™), apos
a tosta. Para cafeina, EC49 e EC37 apresentaram os maiores teores (10,18 e 7,38
mg.g’!, respectivamente), enquanto EC29 e EC51 os menores teores (0,09 e 0,10
mg.g-!, respectivamente), ambos apds a tosta. Com relagio a aceitagdo do cha mate,
no segmento dos descafeinados os genodtipos EC29 e ECS51 tiveram bom
desempenho e, no segmento dos cafeinados, destacaram-se EC43 e EC33. Em
ambos 0s casos, 0s genotipos foram iguais ou superiores aos produtos comerciais.
De maneira geral, os chas descafeinados tiveram melhor aceitagcdo do que os chas
cafeinados.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante. Compostos fendlicos. llex paraguariensis.
Teor de cafeina. Teste de aceitagao.

ABSTRACT

The consumption of mate tea is increasing, as well as the search for better
quality products, with phytochemical composition of interest and with human health
benefits. Thus, this study aimed to analyze the influence of yerba mate toast on
bioactive compounds levels in different genotypes and the acceptance by consumers
of hot mate tea with different levels of caffeine: caffeinated and decaffeinated. To
evaluate the influence of toast, 11 genotypes and a control sample were studied,
analyzing the antioxidant capacity (DPPH and ABTS radicals), total phenolic
compounds contents, methylxanthines and caffeoylquinic acids from the aqueous
extract, before and after toasting. For acceptance tests, five samples of decaffeinated
and six of caffeinated teas were evaluated separately, in addition to control teas
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(control sample and commercial mate tea), with each category being tested by 110
consumers. The toasting process influenced significantly the bioactive compound
levels in teas, as well as showed differences between genotypes. Among the plus
genotypes, in the caffeinated category, EC40 had the highest average of phenolic
compounds (81 mgEAG.g") and high antioxidant capacity (ABTS = 3502 umol.g-*;
DPPH = 1047 umol.g™"), after toasting. For decaffeinated, EC51 showed a higher
content of phenolic compounds (65 mgEAG.g-1) and a high antioxidant capacity
(ABTS = 2755 umol.g'; DPPH = 935 umol.g™"), after toasting. For caffeine, EC49 and
EC37 showed the highest levels (10.18 and 7.38 mg.g-', respectively), while EC29 and
EC51 the lowest levels (0.09 and 0.10 mg.g™, respectively), both after toasting. In
relation to mate tea acceptance, in the decaffeinated segment, the genotypes EC29
and EC51 performed well and, in the caffeinated segment, EC43 and EC33 stood out.
In both cases, the genotypes were equal or superior to commercial products. In
general, decaffeinated teas were better accepted than caffeinated ones.

Keywords: Antioxidant capacity. Phenolic compounds. llex paraguariensis. Caffeine
content. Acceptance test.

5.1 INTRODUGAO

As folhas de llex paraguariensis A.St.-Hil. (Aquifoliaceae) contém inumeros
compostos bioativos, podendo ser responsaveis por diversos beneficios a saude
humana (HECK; DE MEJIA, 2007, p. 138). Estudos recentes apontam que o extrato
aquoso da erva-mate apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria,
anticarcinogénica, auxiliando também no controle da obesidade, além de ser diurético
e energético. Esses e outros beneficios sao atribuidos a erva-mate gracas a uma
ampla gama de compostos quimicos, especialmente aos pertencentes a classe das
metilxantinas e compostos fendlicos, especialmente os acidos clorogénicos e seus
derivados (HECK; DE MEJIA, 2007, p. 138; CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016, p.
442:; ALKHATIB; ATCHESON, 2017, p. 01; GOMEZ-JUARISTI et al., 2018, p. 1028).

O principal consumo da erva-mate se da pelo uso das folhas e ramos no
preparo de bebidas tonicas e estimulantes, a partir da infusdo a quente, o chimarréao,
ou a frio, o tereré, e da tosta das folhas, obtendo-se o cha mate (SAIDELLES et al.,
2010, p. 259). E sabida a importancia e abundancia dos compostos encontrados na
erva-mate, entretanto, durante o processamento para produgdo de cha mate a
matéria-prima passa por diferentes etapas, como a pré-secagem ou sapeco, secagem
em secador rotativo ou em esteira, moagem (ISOLABELLA et al., 2010, p. 696), e
posterior tosta, em temperaturas de 180 a 215 °C. Assim, torna-se indispensavel o

conhecimento das alteragbes quimicas durante esse processo, para que se obtenha
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produtos com perfil fitoquimico conhecido, possibilitando o direcionamento para
mercados especificos.

A exploragao eficaz do potencial comercial do cha mate exige perfis de
consumidor cuidadosamente projetados, focando no comportamento e preferéncias,
a fim de tracar estratégias mais eficazes de marketing e produgcdo que atendam as
necessidades do publico alvo (GODOY et al., 2013, p. 802). Assim, um ponto de suma
relevancia que pode ser considerado para a produgdo de cha mate € a obtencao de
produtos oriundos de gendtipos selecionados, com base em perfis de interesse
comercial, como por exemplo chas cafeinados e descafeinados, proporcionando a
obtencao de produtos com maior valor agregado e aceitabilidade no mercado. Neste
sentido, Embrapa Florestas iniciou um programa de melhoramento genético de erva-
mate, em 1997, visando a selegdo de materiais genéticos de elevada produtividade
foliar (RESENDE et al., 2000, p. 10), e nos ultimos anos tem conciliado estudos
relacionados aos compostos bioativos de interesse (CARDOZO JUNIOR et al., 2010,
p. 172; HELM et al., 2015, p. 01).

A cafeina € um composto estimulante encontrado em diversas bebidas e
suplementos, e sua presenga € muitas vezes requerida pelos beneficios conferidos a
ela, tais como resisténcia fisica, reducao da fadiga e aumento da atengédo e
concentragdo mental (HECKMAN et al., 2010, p. 77). Em contrapartida, os baixos
teores desse composto sao alvo da preferéncia de outros consumidores, que buscam
produtos descafeinados, dado a ocorréncia de problemas associados a insénia,
hiperatividade, azia e taquicardia (HECKMAN et al., 2010, p. 81; VALDUGA et al.,
2019, p. 481). O consumo de produtos cafeinados € contraindicado em casos de
doencgas cardiovasculares graves, ulceras, tensado nervosa e insonia (CASSEL et al.,
2010, p. 656) e a versao de produtos com baixos teores de cafeina € uma alternativa
para esse publico.

A cafeina contribui para o sabor amargo de infusbes de erva-mate
(PAGLIOSA et al., 2009, p. 416; VALDUGA et al., 2019, p. 484) e esta presente no
cha mate, mas pouco se sabe sobre o0s niveis encontrados apds processamento e 0
quanto esse composto afeta as caracteristicas da bebida, especialmente o sabor.
Alguns trabalhos relacionados ao consumo e aceitabilidade de cha mate ja vem sendo
realizados (BARBOZA; CAZAL, 2018, p. 01; GODOQY et al. 2013, p. 801), entretanto,
este € o primeiro estudo que relata a aceitacédo de bebidas elaboradas a partir de

genotipos cafeinados e ndo cafeinados. Neste sentido, objetivou-se analisar a
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influéncia da tosta da erva-mate nos teores de compostos bioativos de diferentes

genotipos e a aceitagdo de cha mate cafeinado e descafeinado por consumidores.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Coleta e secagem da erva-mate

O total de 11 gendtipos foram selecionados com base nos teores de cafeina,
sendo cinco descafeinados (EC17, EC19, EC22, EC29 e EC51) e seis cafeinados
(EC25, EC33, EC37, EC40, EC43 e EC49). A categorizacao da cafeina foi realizada
de acordo com os critérios da norma Anvisa - RDC N° 277, de 22 de setembro de
2005 (BRASIL, 2005), onde produtos descafeinados podem apresentar maximo de
0,1% de cafeina (g/100g), e com Schuhli; Penteado Junior; Wendling (2019, p. 20).
Os gendtipos utilizados estao localizados em um teste de procedéncias e progénies
(RESENDE et al., 2000, p. 30; WENDLING et al., 2018, p. 280), no municipio de lvai,
Parana, Brasil (25°01’S, 50°47'W e 650-750 m altitude).

Folhas e ramos foram coletados por meio da poda das plantas e
encaminhadas para processamento na Empresa Baldo S/A de Sao Mateus do Sul-
PR. Para a secagem do material e posterior obtencdo dos chas, 15 kg de material
vegetal de cada gendtipo foi processado em equipamentos industriais,
individualmente para cada planta, seguindo-se as etapas de: sapeco, em temperatura
de 140 °C durante 2 min; remogéao dos galhos acima de 7 mm e embalagem em sacos
de rafia; e secagem, realizadas sobre secador rotativo, com temperaturas entre 40 e
50 °C. Os sacos foram constantemente virados para secagem uniforme, por um
periodo de cinco dias.

Apds secagem, a moagem foi realizada em moedor mecanico industrial. Neste
processo foi obtido o material denominado de cha mate verde. A tosta foi realizada
em equipamento industrial (Probat®), com temperatura de entrada e saida de 160 e
205 °C, respectivamente, durante 10 min, obtendo-se assim o cha mate tostado. Além
dos 11 gendtipos cafeinados e descafeinados, também foi analisada uma amostra
comercial de erva-mate para chimarrdo, tida como amostra-controle (denominada
AC), sendo submetida ao mesmo processo de tosta acima descrito, para obtencao do

cha tostado.
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5.2.2 Preparo dos extratos aquosos

Foram pesados 10 mg de amostra moida fina e uniformizada (cha mate verde
e cha mate tostado) de cada um dos 12 tratamentos (11 gendétipos e AC), acrescidos
de 2 mL de agua ultrapura. O material foi agitado em vértex por 30 segundo e a
extracéo foi realizada no equipamento Thermomixer® por 1 hora, a 60 °C e 450 rpm.
Os extratos foram filtrados em filtro de nylon de 0,22 um e utilizados para a
determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante via
radical ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e radical DPPH
(2,2- difenil-1-picril-hidrazil), metilxantinas (cafeina e teobromina) e acidos
cafeoilquinicos.

Para a corregao da massa utilizada nas analises quimicas, o grau de umidade
das amostras foi determinado em triplicada, com secagem em estuda a 105 °C até
peso constante (Método 920.151 - AOAC, 2000). Todas as analises quimicas foram
realizadas no Laboratério de Ecofisiologia da Universidade Federal do Parana, e no

Laboratério de Tecnologia de Produtos Nao Madeiraveis da Embrapa Florestas.

5.2.3 Capacidade antioxidante (radicais ABTS e DPPH)

A capacidade antioxidante dos extratos via radical livre ABTS foi determinada
pela reagdo de 10 mL de ABTS (7 mmol.L"') com 176 uL de persulfato de potassio
(140 mmol.L™"), por 16 horas no escuro. Posteriormente, 1 mL dessa solugdo foi
adicionada em tampao de acetato de sddio (80 mmol.L™'; pH 4,5), sendo a absorbancia
da solugdo ajustada para 0,7 £ 0,05. Tomou-se uma aliquota de 3 mL de solugao
ajustada, adicionando-se a 30 uL de extrato. As amostras foram mantidas no escuro
por 2 horas, em temperatura ambiente e a leitura das absorbancias realizada a 734
nm (RE et al., 1999, p. 1233; YIM et al., 2013, p. 277 - com modificagdes).

A capacidade antioxidante do extrato via radical livre DPPH foi determinada
de acordo com o protocolo estabelecido por Brand-Willians et al. (1995, p. 26), com
modificagdes. Para as analises foram utilizados 0,1 mL de extrato diluido em 3,9 mL
de solugdo metandlica de DPPH (0,06 mmol.L") (ajustada para absorbancia de 0,5 +
0,05), mantidos por 30 minutos no escuro e em temperatura ambiente.

Posteriormente, a leitura das absorbancias foi tomada a 515 nm.
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As andlises de capacidade antioxidante foram realizadas em
espectrofotdbmetro Shimadzu®-1800 UV/VIS. As curvas analiticas foram obtidas com
Trolox [6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico] entre as concentragdes
de 0 a 2500 ymol.L" para a conversdo da absorbancia do sequestro de radicais ABTS
(R? = 0,9952) e entre as concentragdes de 0 e 1000 umol.L" (R? = 0,9918) para a
conversdo da absorbancia do sequestro de radicais DPPH. Os resultados foram
expressos em umol de Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox por grama de

amostra seca (UmolTEAC.g™").

5.2.4 Teor de compostos fendlicos

O conteudo total de compostos fendlicos foi determinado pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965, p. 144), com
modificagdes. Foram adicionados em baldao volumétrico 0,1 mL de extrato, 6 mL de
agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau e agitados por 1 minuto.
Posteriormente, 2 mL de solugdo aquosa de Na2COs a 15% foi adicionada e agitada
por mais 30 segundos. O volume final foi ajustado para 10 mL, com agua destilada.
Os balbes permaneceram no escuro, em temperatura ambiente por 2 horas, e
posteriormente a leitura das absorbancias foi observada em espectrofotdmetro
Shimadzu®-1800 UV/VIS a 760 nm. A curva analitica de referéncia foi obtida com
acido galico [acido 3,4,5-triidroxibenzoico], com concentragbes entre 0,25 e 13 mg.L™"
(R? = 0,9941). Os resultados foram expressos em mg Equivalentes de Acido Galico

por grama de amostra seca (MgEAG.g™).

5.2.5 Metilxantinas e acidos cafeoilquinicos

A determinacao de metilxantinas e acidos cafeoilquinicos foi realizada a partir
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), utilizando-se cromatografo liquido
Shimadzu® (UFLC) controlado pelo software LC Solution e equipado com injetor
automatico e detector de UV (SPD-20A). Para a separagédo dos compostos utilizou-se
a coluna Shim-Pack CLC-ODS (M)® (250 x 4,6 mm, @ 5 um), com pré-coluna Shim-
Pack CLC G-ODS® (10 x 4,0 mm, @ 5 ym), ambos Shimadzu®.

As condi¢des de separagao dos compostos presentes no extrato aquoso (20

uL de injegéo) foram: 30 °C com fluxo de 0,5 mL.min"! de eluente com a fase mével A
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(H20:acido acético Alphatec® - 99,9:0,1 v/v) e B (acetonitrila Merck® - 100%). O
comprimento de onda utilizado para detec¢do do composto foi 280 nm (fixo). O
programa de eluicdo com gradiente foi (minutos): 0-15 (3% B), 15-20 (3-20% B), 20-
40 (20% B), 40-45 (20-30% B), 45- 55 (30-100% B), 55-75 (100% B), 75-80 (100-3%
B) e 80-95 (3% B).

A identificagdo e quantificagdo das metilxantinas cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina) foi realizada a partir de curvas
analiticas obtidas com padrées Sigma®, entre as concentragdes de 0 a 1,0 mg.mL""
(R? = 0,9933) e de 0 a 0,5mg.mL" (R* = 0,9827) para cafeina e teobromina,
respectivamente. A identificacdo dos acidos cafeoilquinicos (acido 3-cafeoiliquinico
(3-CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), acido 5-cafeoilquinico (5-CQA)) também foi
realizada com padrdo Sigma® e a semi quantificagdo foi obtida a partir de curva
analitica entre as contragdes de 0 e 10 mg.mL-'de 3-CQA (R2=0,9914). Os resultados

foram expressos em mg de composto por grama de amostra (mg.g-'), em base seca.

5.2.6 Preparo dos chas para teste de aceitagao

Foram utilizados 16 g do cha mate tostado de cada tratamento (11 gendtipos e
AC), adicionados em 1 litro de agua fervente, permanecendo em ebulicdo por 3
minutos. O cha foi filtrado e o volume ajustado com agua fervente para 1 litro. Como
tratamento controle utilizou-se um cha mate tostado comercial a granel (COM),

preparado da mesma maneira.

5.2.7 Teste de aceitacao

Foram realizados dois testes de aceitacdo, separadamente, no Mercado
Municipal de Curitiba, recrutando-se 110 consumidores de cha mate em cada teste.
No primeiro, cada consumidor avaliou cinco chas descafeinados e duas amostras
controle (AC e COM). No segundo, cada consumidor avaliou seis chas cafeinados,
além das duas amostras controle (AC e COM). O questionario de recrutamento
abrangeu questbes sobre o perfil dos consumidores (sexo, idade, escolaridade),
habitos de consumo e disponibilidade para participar da pesquisa. Os participantes

classificaram os chas com um grau geral de aceitagcdo, usando escalas hedbnicas
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estruturadas de 9 pontos, variando de 1 (desgostei extremamente) a 9 (gostei
extremamente), de acordo com a NBR 14141 (ABNT, 1998).

Cada participante assinou o termo de consentimento livre para participar do
teste, recebendo aproximadamente 30 mL de cada amostra de cha mate cafeinado
ou descafeinado, a 60 °C, codificados com numeros aleatorios de trés digitos,
seguindo uma ordem de balanceamento (MACFIE; BRATCHELL, 1989, p.132). Os
consumidores com preferéncia por cha doce foram instruidos a adicionar a mesma
quantidade de agucar (ou adogante) em todas as amostras avaliadas. Foram
oferecidos biscoitos agua e sal e agua mineral para limpar o paladar entre as provas
de cada amostra.

A realizacédo dos testes de aceitacdo passou pela aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa das Faculdades Pequeno Principe (CEP/FPP), certificado pelo
processo n° 17644719.2.0000.5580, referente ao Certificado de Apresentacao para
Consideracdo Etica (CPEC - Numero do Parecer: 3.472.239).

5.2.8 Analises estatisticas

As anadlises de capacidade antioxidante, compostos fendlicos totais,
metilxantinas e acidos cafeoilquinicos foram realizadas em trés repeticoes. Utilizando-
se os Modelos Lineares Generalizados, com distribuigdo gama e comparagao multipla
entre os tratamentos por contrastes ortogonais, pelo teste de Tukey a 5%. Para os
dados n&o paramétricos utilizou-se o teste de Kruskal Wallis (p<0,05) e teste de Fisher
(post-hoc) para comparagdo das médias (para cada fator individualmente). A
correlacao de Pearson (p<0,01 e p<0,05) foi utilizada para verificar a relagcao entre
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante dos extratos.

Para as analises de aceitacdo de cha mate por consumidores os dados foram
analisados utilizando-se o Mapa Interno de Preferéncia, com base na Analise de
Componentes Principais (distancia Euclidiana). A fim de identificar os segmentos de
consumidores que possuiam o mesmo padrao de preferéncia para cada cha estudado,
utilizando-se a Analise Hierarquica de Cluster (método de Ward). Para observar as
diferencas dentro de segmento gerado, foi utilizado o teste de Tukey com 5% de

probabilidade.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Influéncia da tosta nos compostos bioativos

O processo de tosta influenciou no conteudo de compostos bioativos
presentes no extrato aquoso de erva-mate. Na Tabela 5.1 observa-se a reducéao
significativa da capacidade antioxidante dos radicais ABTS e DPPH e do total de
compostos fendlicos apds a tosta, bem como as diferengas significativas entre os
gendtipos estudados. Dentre os genotipos cafeinados, EC40 se destaca por
apresentar maior capacidade antioxidante (ABTS= 3502 umolTEAC.g™"; DPPH= 1047
umolTEAC.g") e maior teor de compostos fendlicos totais (81 mgEAG.g™') apos o
processo de tosta. Para os materiais descafeinados, EC51 apresentou o maior teor
de compostos fenodlicos totais (65 mgEAG.g') e também elevada capacidade
antioxidante (ABTS= 2755 umolTEAC.g'; DPPH= 935 umolTEAC.g"), mesmo apds
a tosta.

De maneira geral, os gendtipos estudados apresentaram potencial para
produgdo de cha mate, especialmente pela elevada capacidade antioxidante e
compostos fendlicos totais observados (TABELA 5.1). A erva-mate é conhecida pelos
seus efeitos terapéuticos, sendo que a caracterizagao da atividade antioxidante de
chas é indispensavel para a determinagdo de seus beneficios a saude humana
(ZIELINSKI et al., 2014, p. 246). A preocupacao atual e adogao de um estilo de vida
mais saudavel tém levado os consumidores a observarem com maior atencao a
escolha de produtos, aumentando a busca por alimentos mais funcionais, como é o
caso de I. paraguariensis (YANG; LEE, 2020, p. 01), demonstrando a importancia da
abordagem realizada neste estudo.

No trabalho desenvolvido por Valduga et al. (2016, p. 118) observam-se
diferencas na atividade antioxidante entre diferentes matrizes de erva-mate,
corroborando com os resultados observados na Tabela 5.1. Os autores destacam a
importancia desses resultados, podendo ser aplicados como ferramenta de selegao
para obtencdo de plantas com maiores valores nutricionais e econdmicos. Os
resultados do presente estudo demonstram correlagéo positiva e significativa (p<0,01)
entre a capacidade antioxidante e os compostos fendlicos totais para os gendtipos
estudados (ABTS p =0,81; DPPH p = 0,58), evidenciando que os compostos fendlicos
sdo os grandes protagonistas da agao antioxidante na erva-mate, especialmente pela
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presenca dos acidos clorogénicos e seus derivados, como mencionado por Riachi; De
Maria (2017, p. 309).

Os teores de cafeina, teobromina e metilxantinas totais foram influenciados
significativamente pelo processo de tosta, bem como houve diferengas significativas
entre os genotipos estudados (TABELA 5.2). Com relacdo a cafeina, antes do
processo de tosta, verificaram-se teores abaixo de 1 mg.g™!, considerados materiais
genéticos descafeinados, até teores préximos de 20 mg.g-!, considerados genotipos
com altos teores desse composto (SCHUHLI; PENTEADO JUNIOR; WENDLING,
2019, p. 20) (TABELA 5.2; FIGURA 5.1).

Apos o processo de tosta, os gendtipos EC49 e EC37 apresentaram os
maiores teores de cafeina (10,18 e 7,38 mg.g™', respectivamente), enquadrando-se na
classificagao de baixo teor, enquanto EC29 e EC51 apresentaram os menores teores
desse composto (0,09 e 0,10 mg.g”', respectivamente), sendo classificados como
gendtipos descafeinados (FIGURA 5.1). Ashihara; Crozier (1999, p. 3430) relatam que
baixos teores de cafeina em espécies de Coffea estdo relacionados a reduzida
atividade de biossintese do composto. Ja Zhu et al. (2019, p. 3408) justificam que os
baixos teores de cafeina para Camellia sinensis (L.) Kuntze estdo correlacionados

com a elevada expressao genética na via de degradagao desse composto.

FIGURA 5.1-INFLUENCIA DO PROCESSO DE TOSTA NOS TEORES DE CAFEINA EM
DIFERENTES GENOTIPOS DE llex paraguariensis A. St.-Hil.
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A cafeina € um dos compostos de maior interesse e observada em maiores
quantidades quando comparada as outras metilxantinas (teobromina e teofilina)
encontradas na erva-mate (VALDUGA et al., 2019, p. 489). A reducgao significativa nos
teores de cafeina ao longo do processamento industrial da erva-mate, como
observadas no presente estudo, € de certa forma esperada e relatada na literatura
(ESMELINDRO et al., 2002, p. 203; HECK; DE MEJIA, 2007, p. 140), sendo em sua
maioria justificada pela degradacdo dos compostos em fungdo das elevadas
temperaturas utilizadas durante o processo. De acordo com Isolabella et al. (2010, p.
697), os parametros fitoquimicos sédo diretamente influenciados pelo processamento
da matéria-prima, sendo que as etapas de sapeco e secagem, especificamente,
proporcionam as maiores taxas de perdas no conteudo de cafeina. Neste sentido,
cabe destacar que o processo de tosta, realizado no presente estudo, ocasionou uma
reducdo média de 32% no conteudo de cafeina para os genétipos estudados (FIGURA
5.1).

De maneira geral, os teores de teobromina sofreram alteracbes apds o
processo de tosta, sendo que em alguns gendtipos foi possivel verificar um aumento
significativo desse composto e, em outros, sua redugao (TABELA 5.2). A redugao
pode ser explicada pela degradacdo, especialmente em fungdo das elevadas
temperaturas (ESMELINDRO et al., 2002, p. 203; HECK; DE MEJIA, 2007, p. 140).
Em contrapartida, ndo ha relatos na literatura sobre o aumento desse composto apos
processamento. No entanto, esse comportamento pode estar relacionado com a
disponibilidade inicial da teobromina na planta. As elevadas temperaturas e impactos
mecanicos utilizados no processamento da erva-mate podem levar a ruptura celular
(BASTOS et al., 2006, p. 401), liberando compostos que possivelmente estariam
conjugados, por exemplo, na parede celular (MARTINEZ et al, 2014, p. 842). Além
disso, 0s processos que envolvem temperaturas elevadas reduzem o grau de umidade
do material, havendo um aumento de sélidos soluveis, ocasionando maior quantidade
de compostos dissolvidos no extrato (BASTOS et al., 2006, p. 401; HECK; DE MEJIA,
2007, p. 141).

Com relacdo as diferencas entre as matrizes, pode ser considerada a
abordagem realizada por Athayde et al. (2007, p. 277), que ao reportarem diferencas
no conteudo de metilxantinas em cinco populagdes nativas de I. paraguariensis,
relatam que a acumulacéo de teobromina é relativamente independente do acumulo

de cafeina, corroborando com os resultados apresentados na Tabela 5.2. Em
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contrapartida, pode-se perceber que os gendtipos EC29 e EC51 apresentaram os
menores teores de cafeina no cha mate verde (0,09 e 0,16 mg.g™') e os maiores teores
de teobromina (2,15 e 6,09 mg.g-'). Esse comportamento foi observado para Coffea
arabica L., sendo que Silvarolla et al. (2004, p. 826) sugerem a inatividade da enzima
cafeina sintase, indicando um maior acumulo de teobromina como compensagao, em
funcao de nao haver a biossintese da cafeina.

Os resultados obtidos para os acidos cafeoilquinicos mostram reducgao
significativa apds a tosta, bem como diferengas significativas dentre os gendtipos
(TABELA 5.3).

TABELA 5.3 - ACIDOS CAFEOILQUINICOS EM EXTRATO AQUOSO DE CHA MATE VERDE E

TOSTADO, OBTIDOS A PARTIR DE GENOTIPOS CAFEINADOS E

DESCAFEINADOS.
3-CQA™ * (mg.g™)

4-CQA"*(mg.g")

Genotipos Verde Tostado Verde Tostado
EC 17 21,52+1,03aABC 11,24+0,52bC 13,87 + 0,53 a DE 6,83+ 0,04 b EF
EC 19 19,27 +1,30aCD 12,43+1,26 bBC 16,47 + 0,82 a AB 7,51+0,55b DE
EC 22 2492 +147aA 11,46 +1,14b C 17,74 +1,09a A 6,33+0,24b F
EC 29 2431+x1,71aAB 1417 +0,67bB 15,89+ 1,13aABCD 8,75+0,42bBC
EC 51 2482+263aA 13,28+ 0,60 b B 15,46 £+ 0,54 a ABCD 6,72+0,26 b EF
EC 25 21,88+ 0,28aABC 14,35+0,34b B 16,21 £ 1,18 a ABC 8,21 £0,57 b BCD
EC 33 2221+098aABC 13,29+046bB 14,01 £ 0,12 a CDE 6,79+ 0,27 b EF
EC 37 20,29+ 048aCD 12,65+0,42bBC 1287+1,04aE 7,57 £0,74 b DE
EC 40 19,23+0,28aCD 18,19+x1,09aA 16,53 £ 0,62 a AB 12,90 £ 0,24 b A
EC 43 21,03+1,81aBCD 13,56+0,35bB 13,85+ 0,72 a DE 9,29+047bB
EC 49 2164+056aABC 13,71+£0,27bB 14,21 +1,10aBCDE 7,60+ 0,18 b CDE
AC 18,11+ 1,23aD 11,16+ 0,41b C 13,78 + 0,81 a DE 7,15+ 0,44 b DF
5-CQA' * (mg.g™) CQA Totais' * (mg.g™)
EC 17 41,90 £ 2,20 a AB 580+£0,31b E 77,29 +2,97 a AB 23,87 +0,86 b FG
EC 19 4573 +222aA 6,11 +£0,50 b CDE 81,47 +£3,85aA 26,05+ 2,09 b DEF
EC 22 34,96 + 1,28 a DE 552+0,06bE 77,62+ 2,62 aAB 23,32+1,07b G
EC 29 31,12+ 1,57 aEF 7,52+0,30bB 71,32+ 2,30 aBCD 30,44+085bB
EC 51 33,39+2,00aDE 6,00+£0,17 b DE 73,67 £455aBC 25,99 + 0,37 b DEF
EC 25 3557+104aCD 7,08+0,60bBC 73,67 £191aBC 29,64 +0,35b BC
EC 33 28,71+159aF 568+0,16b E 64,93+249aD 2575%0,89b DEFG
EC 37 35,562+0,18aCD 6,82+0,47 b BCD 68,67 +162aCD 27,04 £1,62b CDE
EC 40 39,62+2,19aBCD 10,54+0,43bA 75,39+1,71aAC 41,63+1,20b A
EC 43 33,89+181aDE 7,00£0,42bBC 68,76 + 3,40 a CD 29,85+1,10 b BC
EC 49 36,96+148aCD 7,07+0,37 b DE 72,81+157aBCD 28,38+0,80b BCD

AC 33,93+1,21aDE 6,27 +0,49 b CDE 65,82+1,63aD 24,58 + 0,54 b EFG

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Média seguida por letras iguais, minisculas na mesma linha e mailscula na mesma coluna,
ndo diferem significativamente entre si; ': Modelos Lineares Generalizados; *: Interagdo significativa
entre os fatores processo de secagem (seco e tostado) e gendtipos.

Para o cha mate verde, o acido 5-cafeoilquinico apresentou os teores mais
elevados, seguidos pelo 3-CQA e 4-CQA. Apds o processo de tosta foi possivel
verificar que o acido 3-cafeoilquinico passou a ser predominante, indicando uma

provavel maior estabilidade desse composto (TABELA 5.3), contrariando os
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resultados mencionados por Marques; Farah (2009, p. 1372). Mateos et al. (2018, p.
239) relatam que os acidos cafeoilquinicos sdao a maior porgdo dos compostos
fendlicos totais da erva-mate, sendo o acido 3-cafeoiliquinico o mais abundante,
seguidos do 5-CQA e 4-CQA, respectivamente. Entretanto, Heck; Schmalko; De Mejia
(2008, p. 8399) relatam 5-CQA como o acido mais abundante em amostras de
produtos de |. paraguariensis.

Cabe destacar que a amostra controle (AC) apresentou valores menores de
compostos fendlicos, capacidade antioxidante, metilxantinas e acidos cafeoilquinicos
quando comparada as demais amostras cafeinadas. Assim, com os resultados desses
compostos, tanto apds tosta quanto entre os diferentes gendétipos estudados, percebe-
se a importancia do conhecimento acerca dos materiais vegetais utilizados para
producdo de cha mate. Logo, a industria deve se preocupar com as caracteristicas
iniciais da matéria-prima, considerando as perdas e diferengas existentes, podendo
garantir ao consumidor produtos com maior quantidade de compostos bioativos de
interesse. Conhecer quimicamente o perfil dos gendtipos permite a elaboragcéo de

produtos diferenciados, agregando valor e qualidade aos chas produzidos.

5.3.2 Aceitacao de cha mate descafeinado e cafeinado

Para os chas descafeinados, o Mapa Interno de Preferéncia (FIGURA 5.2-A)
mostrou que as duas primeiras dimensdes explicaram 51,0% da variancia, sendo a
primeira componente responsavel por 35,9% e a segunda por 15,2%. A separagao
espacial sugere diferengas na aceitagédo dos consumidores para essa classe de chas,
estando os chas mate produzidos a partir de produtos comerciais formando um grupo
(AC e COM), um segundo grupo formado pelos genoétipos EC17, EC22, EC29 e EC51,
e o genotipo EC19 formando um grupo isolado dos demais (FIGURA 5.2-A).

Para os chas cafeinados, houve semelhangca no comportamento (FIGURA
5.2-B), sendo que as duas componentes principais explicam 43,4% da variagao total
relacionada a aceitagdo dos consumidores. A primeira componente foi responsavel
por 27,7% da variancia e a segunda por 15,7%. Pela separagao espacial para os chas
cafeinados observa-se a existéncia de trés conjuntos, o primeiro formado pelos dois
chas comerciais e EC43, o segundo por EC37, EC40 e ECA49, e o terceiro agrupando

os chas produzidos com os gendtipos EC25 e EC33. O baixo valor explicativo dos dois
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eixos principais, para ambas analises, pode ser atribuido aos consumidores, que nao

eram um grupo treinado para este fim.

FIGURA 5.2 - MAPA INTERNO DE PREFERENCIA DO CONSUMIDOR PARA CHA MATE QUENTE
DESCAFEINADO (A) E CHA MATE QUENTE CAFEINADO (B) PRODUZIDOS A
PARTIR DE DIFERENTES GENOTIPOS DE llex paraguariensis A. St.-Hil.

@) . _®

-1 075 05 025 0 0,25 05 0,75 1 -1 0,75 05 025 0 025 05 0,75 1
F1 (35,86 %) F1(27,65 %)

FONTE: A autora (2020).

Com relagao as caracteristicas quimicas e agrupamentos formados pelos
chas mate, cabe destacar os resultados dos chas comerciais (AC e COM) em ambos
os testes de aceitagdo. Embora ndo se tenham os teores dos compostos quimicos do
cha mate COM, pode ser observada a semelhanca entre o cha AC e o EC43 em todos
os aspectos quimicos apos a tosta (TABELA 5.1, 5.2 e 5.3). Sabe-se ainda que os
chas comerciais sao provenientes de uma mistura de varios gendétipos, justificando os
resultados similares entre si e diferentes dos cafeinados e descafeinados. Os
resultados obtidos no presente estudo também demonstram, de uma maneira geral,
haver interesse em cha mate tanto cafeinado quanto de baixos teores de cafeina, em
funcao das notas atribuidas aos chas testados (TABELA 5.4).

A segmentacdo, baseada nas similaridades dos gostos ou desgostos dos
consumidores sobre os chas estudados, identificou trés grupos tanto para os chas
cafeinados quanto para o descafeinados, destacados abaixo das linhas de corte dos
histogramas. A Figura 5.3-A apresenta as segmentagdes obtidas para os chas
descafeinados, com 22,7% dos consumidores inseridos no primeiro segmento, 55,5%
e 21,8% no segundo e terceiro segmentos, respectivamente (n = 110) (TABELA 5.4).

Para os chas cafeinados (FIGURA 5.3-B), os segmentos foram compostos por 60,6%
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dos consumidores no primeiro segmento, por 20,2% no segundo e 19,3% no terceiro
(n=109) (TABELA 5.4).

FIGURA 5.3-REPRESENTACAO GRAFICA (ANALISE HIERARQUICA DE CLUSTER) DA
SEGMENTACAO DOS CONSUMIDORES DE CHA MATE DESCAFEINADO (A) E
CAFEINADOS (B) PRODUZIDOS A PARTIR DE DIFERENTES GENOTIPOS DE
llex paraguariensis A. St.-Hil.
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FONTE: A autora (2020).

As variagdes observadas nos produtos, tais como intensidade de sabor, cor e
aroma, podem ser percebidas de maneira diferente por cada consumidor. O padréo
de preferéncia dos consumidores repercute em diferentes respostas hedénicas, sendo
que essas diferencas formardo grupos com padrées hedbnicos compartilhados,
segmentando os consumidores (VARELA; BELTRAN; FISZMAN, 2014, p. 152), como
observado na Tabela 5.4. Assim, a segmentacao é importante na definicdo de
oportunidades de mercado, pois caracteriza grupos de consumidores que
compartilham de um conjunto semelhante de necessidades e desejos (KOTLER;
KELLER, 2012, p. 228). O estudo desenvolvido por Li; Jervis; Drake (2015, p. 902)
afirma que a preferéncia por determinado produto pode ser afetada pela idade, sexo
e habitos de consumo, havendo variagdo entre as escolhas realizadas por homens e

mulheres ou entre jovens e adultos.
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TABELA 5.4 - MEDIAS DE ACEITACAO, A PARTIR DA ESCALA HEDONICA, PARA CHAS MATE
DESCAFEINADOS E CAFEINADOS, PRODUZIDOS A PARTIR DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE llex. paraguariensis A. St.-Hil., EM CADA SEGMENTO.

e L .. Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Genétipo Caracteristica (n = 25) (n=61) (n = 24)
EC17 3,40 + 1,66 ab 521+1,88b 7,13+ 0,90 ab
EC19 5,00+ 1,96 a 521+1,63b 7,54 +0,83 a
EC22 Cha mate 4,88 +259a 523+1,86b 6,65+ 1,26 ab
EC29 descafeinado 3,60+ 1,73 ab 6,13+ 1,78 ab 7,25+1,11 ab
EC51 4,72+ 2,07 a 595+ 1,73 ab 7,17 £0,82 ab
AC 4,84 +£232a 5,84 + 1,94 ab 7,25+ 0,94 ab
COM 292+175b 6,57+ 1,28 a 6,50+ 1,38b
(n = 66) (n=22) (n=21)
EC25 5,86 + 1,78 ab 4,05 + 1,40 cde 5,14 + 2,35 ab
EC33 6,38 + 1,62 ab 5,45 + 1,47 abc 5,62+1,94 a
EC37 567+157b 3,36 1,76 e 5,76 + 1,55 a
EC40 Cha mate 5,97 £+ 1,83 ab 3,59+ 1,79 de 5,05+ 1,88 ab
EC43 cafeinado 6,38 + 1,42 ab 4,59 + 1,62 bcde 5,76 £ 1,64 a
EC49 6,11+ 1,74 ab 5,91+ 1,82 ab 5,567 +2,46 a
AC 6,59+ 1,30 a 6,41+1,68a 343+1,47b
COM 6,36 + 1,45 ab 5,14 + 1,96 abcd 424 +141ab

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Média seguida por letras iguais nas colunas nao difere significativamente entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; n = nimero de consumidores em cada segmento.

Na segmentagdo realizada para os chas mate descafeinados é possivel
perceber diferencas significativas entre os gendtipos, dentro de todos os grupos
segmentados (TABELA 5.4). O segmento 1 (n = 25) atribuiu as menores notas na
escala heddbnica (entre “desgostei moderadamente” e “nem gostei, nem desgostei”),
grupo representado em sua maioria por pessoas entre 26 e 35 anos (36%), com pos-
graduacéao (40%), sendo esses consumidores 68% mulheres. Um maior numero de
consumidores (n = 67) atribuiu notas consideradas médias na escala hedonica (“nem
gostei, nem desgostei” e/ou “gostei ligeiramente”), na regido de aceitagdo, em sua
maioria entre 26 e 35 anos (31%), com pos-graduacdo (36%), sendo esses
consumidores 57% mulheres. O segmento 3 apresenta as maiores notas na escala
hedbnica (‘gostei ligeiramente” e/ou “moderadamente”), representados por
consumidores em sua maioria entre 36 e 45 anos, mulheres e alto nivel de
escolaridade.

Ainda, com relacado ao teste para chas descafeinados, € possivel perceber
qgue no primeiro e terceiro segmentos o cha COM obteve as menores médias e no
segundo segmento ele foi o mais apreciado pelos consumidores, sem diferenga
significativa para os gendtipos EC29, EC51 e AC (TABELA 5.4). Percebe-se assim,
como ja enfatizado, que as preferéncias dos consumidores s&o relativas a diferentes

aspectos, podendo se relacionar com idade, classe social, sexo, grau de escolaridade
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e estilo de vida, tornando os testes de aceitagdo uma analise bastante complexa, mas
indispensavel para determinagao de publicos alvos e mercados em potencial. Para o
segmento de gendtipos descafeinados, EC29 e EC51 mostraram-se iguais ou
superiores as amostras comerciais AC e COM.

Para os chas cafeinados, observou-se diferenga significativa entre os
genotipos em todos os segmentos (TABELA 5.4). As maiores notas atribuidas aos
chas (“nem gostei/nem desgostei” e “gostei ligeiramente”) foram dos consumidores do
segmento 1 (n = 66), entre os quais 33% apresentavam idade entre 26 a 35 anos,
elevado grau de escolaridade, sendo a maioria mulheres (58%). No segmento 2 (n =
22) a amostra AC apresentou a maior média na escala hedbnica (6,41), mas nao
diferiu significativamente das amostras EC33, EC49 e COM. Esse segmento foi
composto por 55% de mulheres com nivel superior e pés-graduacao.

No terceiro segmento para os chas cafeinados (n = 21), composto por 48% de
homens, estando a maioria dos consumidores entre 26 e 35 anos e 46 a 55 anos
(ambos 24%), e 43% com pos-graduagdo, atribuiram-se notas na regido de
indiferengca na escala hedbénica. As médias das amostras ficaram entre “desgostei
moderadamente” até “nem gostei/nem desgostei” para todas as amostras, com
excegao do cha produzido por AC. De maneira geral, para os chas cafeinados, os
gendtipos EC43 e EC33 foram competitivos com as amostras comerciais AC e COM.

Nas médias gerais, apresentadas na Tabela 5.4, observa-se que os chas
descafeinados, em geral, foram mais bem aceitos que os chas cafeinados, podendo
essa preferéncia estar associada especialmente aos sabores mais suaves, em funcéo
das baixas concentracdes de cafeina. A escolha por determinado produto pode ser
atribuida a diferentes variaveis, especialmente ligadas aos habitos desenvolvidos ao
longo da vida dos consumidores. Entretanto, esse resultado deve ser considerado
somente como uma tendéncia e ndo como afirmacao, em funcado de os testes de
aceitagdo para cada categoria ndo terem sido realizados pelos mesmos
consumidores. Ainda é importante mencionar que alguns genoétipos foram mais
aceitos que os produtos disponiveis no mercado, o que reforca a necessidade de
selecao de matérias-primas mais promissoras.

A partir das médias atribuidas para os dois tipos de chas, destaca-se a
aceitagao favoravel e geral do cha mate por parte dos consumidores, da mesma
maneira como ja observado em outros estudos, tais como os de Heck; De Mejia (2007,
p. 138), Godoy et al. (2013, p. 801) e Barboza; Cazal (2018, p. 01). Assim, pelo
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presente estudo, foi possivel perceber que a tosta altera a composicao quimica final
do produto, e que os teores de cafeina proporcionam diferencas na percepcao e
aceitagdo do cha mate. Essas informagdes sdo de grande importancia para o
mercado, podendo-se assim produzir chas de melhor qualidade e padrao fitoquimico
de interesse do consumidor.

Como recomendacao, pode ser salientado que os testes de aceitacdo devem
ser repetidos em outras regides, e com maior numero de provadores, para a ampliagao
da percepgao dos gostos dos consumidores, e até mesmo a realizagao de estudos
futuros com painel sensorial treinado. Além disso, seria pertinente a realizacado de
testes de aceitacdo contendo amostras tanto descafeinadas quanto cafeinadas

simultaneamente, permitindo melhor observagao e comparacao das amostras.

5.4 CONCLUSAO

O processo de tosta reduziu a capacidade antioxidante, compostos fendlicos
totais, as metilxantinas e os acidos cafeoilquinicos dos gendtipos estudados. De
maneira geral, os chas descafeinados foram mais apreciados pelos consumidores que
os cafeinados. Dentre os chas descafeinados e cafeinados, alguns gendétipos foram
igualmente ou mais bem apreciados pelos consumidores do que os chas comerciais,
indicando a potencialidade para serem explorados comercialmente na producéo de

cha mate.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse foi um estudo pioneiro com relagao a diferenciacao e caracterizagao de
frutos e sementes, anatomia foliar e compostos bioativos em morfotipos de erva-mate,
abrindo perspectivas importantes para pesquisas futuras e usos potenciais.
Especialmente no estado do Parana, muito se fala de morfotipos de erva-mate, mas
€ necessario que esse conhecimento, ainda pouco explorado pelos ervateiros e
produtores, seja alvo de mais estudos cientificos. Como mencionado ao longo do
Capitulo |, ha grandes potencialidades na utilizagao silvicultural dos morfotipos, que
vao desde a coleta de sementes e produ¢ao de mudas, até a industria, proporcionando
produtos diferenciados aos consumidores cada vez mais exigentes. Adicionalmente,
essas caracteristicas podem ainda ser incluidas como descritores morfolégicos em
registro de cultivares.

Além da relevancia econdmica e silvicultural, os morfotipos apresentam uma
importancia ecoldgica, e por que nao paisagistica? Essa gama de coloragdes e efeitos
pode ser utilizada com sucesso na composigéo arbérea de parques e jardins. Para a
continuidade dos estudos, recomenda-se a busca por populagbes naturais que
apresentem essas diferentes caracteristicas foliares, especialmente de cor e presenca
de tricomas, e a realizagdo de estudos genéticos, para melhor compreender e
desvendar essas diferengas morfoldgicas, se sofrem influéncia ambiental e se podem
ser transferidas para seus descendentes. Ainda, como recomendagao aos proximos
pesquisadores, destaca-se que a identificagdo desses grupos de plantas é uma tarefa
dificil, sendo necessario treinamento prévio, e a realizacdo em dia ensolarado
favorece a percepc¢ao e diferenciagcao dos morfotipos.

Com relacdo a propagagao da espécie, o Capitulo Il apresentou dados
extremamente relevantes com relacdo a viabilidade das sementes, evidenciando a
boa execucdo da estratificagdo e a qualidade fisiologica dos lotes estudados. A
propagacao seminal, além de ser o método tradicional e eficiente, € a alternativa mais
barata para o pequeno produtor e viveirista, além de promover a manutengao da
variabilidade genética da espécie. Entretanto, o periodo entre a coleta de sementes e
a muda pronta para plantio pode ser maior que um ano, e pesquisas buscando
reducao desse tempo e homogeneidade na produgdo de mudas podem beneficiar

esse setor.
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Destacando-se a importancia de solucionar esse empecilho silvicultural que é
a dorméncia embrionaria das sementes da erva-mate, a utilizacdo da cémara fria
demonstrou potencial para o desenvolvimento embrionario e manutengdo da
viabilidade, entretanto, sdo recomendados mais estudos a fim de combinar esse e
outros métodos. Pode-se explorar, por exemplo, a alternéncia de temperaturas (15 -
25 °C) por um periodo de 30 a 60 dias e posteriormente realizar a estratificagao
convencional. Ou ainda a combinagao entre estratificagao a frio (5 °C) por 60 a 90 dias
e posterior estratificagdo convencional, para verificar se ha reducéo no periodo total.

Os resultados obtidos no Capitulo Il permitem enfatizar que o conhecimento
dos efeitos da sazonalidade e dos gendtipos € de extrema relevancia para a
silvicultura da erva-mate. A partir disso € possivel realizar amplo planejamento no
ambito do melhoramento genético, selecdo dos melhores gendtipos, implantagao de
ervais com caracteristicas especificas, melhor época para a propagacgao vegetativa, e
periodo onde ha a maior ou menor sintese de compostos alvo, como a cafeina. Essas
informagdes séo relevantes para produtores e industria ervateira em geral, podendo
haver melhor programacao e até mesmo o fracionamento das colheitas em fungao de
um produto diferenciado, aplicacdo de tratos culturais especificos, e a selegao de
matrizes e/ou o melhor periodo para obtencao da matéria-prima.

Para as questdes da rizogénese, recomenda-se maiores estudos,
especialmente para os genaotipos que apresentam diferencial na sintese de compostos
quimicos, visando melhorar as porcentagens de enraizamento para posterior cultivo
em campo, como por exemplo para EC18, EC19, EC30 e EC51, com reduzidos teores
de cafeina, e os gendtipos EC25, EC38 e EC40 por expressarem elevadores teores.
Como seguimento para essa proposta, pode-se pensar em trabalhos visando uma
curva com concentragdes de AIB, de modo a verificar se menores ou maiores
concentragdes poderiam melhorar o enraizamento dessas plantas. Além da coleta na
primavera ou verdo, pode-se explorar diferentes por¢cbes das brotagdes, a fim de
verificar se ha variagdo de enraizamento, ou também, deixar as estacas por um
periodo de 130 dias em leito de enraizamento. A estaquia mostra-se viavel para
propagacao de erva-mate, especialmente por ser facil e de rapida aplicagéo, assim, o
investimento em pesquisa e adequacao da técnica tende a alcancgar resultados ainda
mais expressivos do que o observado neste estudo.

Esse também é o primeiro estudo que relata a aceitagao por consumidores de

cha mate proveniente de gendtipos com diferentes teores de cafeina, demonstrando
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o potencial, especialmente para os produtos considerados descafeinados. Além disso,
o Capitulo IV permite enfatizar a importancia de se conhecer a matéria-prima e os
efeitos que a tosta traz para o produto final. Assim, a unido dessas informacdes
permite uma visdo geral de mercado, € no caso da produgdo de chas, pode-se
oferecer produtos de melhor qualidade e padrdo fitoquimico de interesse do
consumidor. Ressalta-se que esse perfil de estudo pode e deve ser aplicado para os
diversos produtos provenientes da erva-mate. Ainda, a partir da realizagao dos testes
de aceitagao foi possivel perceber uma significativa variagdo de sabores nos chas, e
os relatos dos provadores permite afirmar que ha um amplo mercado a ser explorado

para este segmento.
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