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RESUMO

llex paraguariensis A. St.-Hil., € uma espécie arbdrea, pertencente a familia
Aquifoliaceae, nativa do sul do Brasil, Argentina e Paraguai. Possui grande
importancia ecoldgica, econdmica, social e cultural. Tradicionalmente, os cultivos
comerciais de erva-mate sao, na grande maioria, formados por ervais estabelecidos
a partir de mudas seminais, muitos deles sem critério de selecdo de matrizes,
resultando em plantios com crescimento desuniforme, baixa produtividade, alta
heterogeneidade e baixa qualidade da erva-mate. Além disso, sementes de erva-
mate apresentam uma germinacgao baixa, lenta e desuniforme. Diante disso, uma
das alternativas é a utilizacdo de mudas propagadas vegetativamente a partir de
genotipos selecionados. Apesar de haver estudos com propagacao vegetativa da
erva-mate, ainda existem limitagdes no estabelecimento de um protocolo eficiente de
propagacao. O presente estudo objetivou avaliar a influéncia da aplicacdo do acido
indol butirico (IBA) e a época do ano no enraizamento de miniestacas de 15
diferentes gendtipos de erva-mate, a partir de minicepas ja instaladas em sistema de
minijardim, e verificar a correlagdo da composi¢cao quimica e caracteres produtivos
de plantas matrizes com a capacidade rizogénica de seus propagulos, bem como
avaliar a produgdo de massa verde em sistema semi-hidropénico nas diferentes
épocas do ano. Os experimentos foram conduzidos em esquema fatorial 4x15x2
[4 épocas do ano x 15 gendtipos x 2 concentrages de IBA: 0 mg L' e 3000 mg L],
num delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticbes e 10 miniestacas por
unidade experimental. As miniestacas foram preparadas com 5 £ 1 cm de
comprimento, com corte reto no apice e corte em bisel na porgao basal, mantendo-
se um par de folhas. O material foi mantido em casa de vegetagéo e apos 120 dias
foram avaliadas as variaveis relacionadas ao enraizamento e sobrevivéncia. Ainda
foram avaliadas a produtividade de miniestacas/minicepa e massa verde total dos 15
gendtipos, bem como realizadas analises bioquimicas (teores de cafeina,
teobromina, compostos fendlicos, agucares, proteinas totais e metabolémica). Para
as analises bioquimicas, foram coletadas amostras de cada gendétipo nos dias da
implantacdo dos experimentos de miniestaquia. Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ou
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Constatou-se que o enraizamento
adventicio (0 a 90% de enraizamento) e o perfil fitoquimico de miniestacas de erva-
mate sdo dependentes do gendtipo. A retengdo foliar € um fator relevante no
enraizamento de miniestacas de erva-mate e os teores de compostos fendlicos
totais (até 111,5 mg g™), atividade antioxidante (até 2790,41 ymol g') e teobromina
(até 589 mg g') presentes nas miniestacas sdo componentes negativos
correlacionados ao seu enraizamento adventicio. A necessidade de aplicacao de
IBA e a produtividade de miniestacas e massa verde sao variaveis dependentes do
gendtipo e da estagcdo do ano de coleta dos propagulos, sendo que outono é a
estagdo com maior necessidade de aplicagdao deste regulador vegetal para o
enraizamento adventicio. Maiores porcentagens de enraizamento podem estar
associadas com as maiores concentragdes dos aminoacidos glutamina e
asparagina. O gendtipo EC21 proporcionou maior produtividade de miniestacas
(961,7 miniestacas m?) e massa verde em cultivo semi-hidropdnico, possibilitando a
produtividade de 96,16 t ha' ano' de massa verde de erva-mate.

Palavras-chave: Erva-mate. Propagagdo vegetativa. Produgdo de mudas.
Metabdlitos secundarios. Produtividade. Auxina. Cafeina.



ABSTRACT

llex paraguariensis A. St.-Hil., is a tree species, belonging to the Aquifoliaceae
family, native to Southern Brazil, Argentina and Paraguay. It has great ecological,
economic, social and cultural importance. Traditionally, commercial yerba mate
stands are, in the vast majority, formed by plants established from seedlings, many of
them from parental plants without clearly defined selection criteria, resulting in
plantations with uneven growth, low productivity, high heterogeneity and low yerba
mate quality. In addition, yerba mate seeds present low, slow and uneven
germination. Therefore, one of the alternatives is the use of vegetatively propagated
saplings from selected genotypes. Although there are studies on vegetative
propagation of yerba mate, there are still limitations in establishing an efficient
propagation protocol. Thus, the present study aimed to evaluate the influence of the
application of indole butyric acid (IBA) and the time of year on the rooting of mini-
cuttings of 15 different genotypes of yerba mate originated, from mini-stumps
cultivated in a mini-garden system, and to verify the correlation of the chemical
composition and productive characters of parent plants with the rhizogenic capacity
of their propagules, as well as to evaluate the production of fresh biomass in a semi-
hydroponic system at different times of the year. The experiments were carried out in
a 4x15x2 factorial scheme [4 times of the year x 15 genotypes x 2 concentrations of
IBA: 0 mg L' and 3000 mg L], in a completely randomized design, with 4
replications and 10 mini-cuttings per experimental unit. The mini-cuttings were 5 + 1
cm in length, with a straight cut at their apex and a beveled cut in their basal portion,
keeping a pair of leaves. The material was kept in a greenhouse and after 120 days,
the variables related to rooting and survival were evaluated. The productivity of
mini-cuttings/mini-stump and total fresh biomass of the 15 genotypes were also
evaluated, as well as biochemical variables (contents of caffeine, theobromine,
phenolic compounds, sugars, total proteins, metabolomics analysis). For the
biochemical analyses, samples of each genotype were collected on the day of
establishing the mini-cuttings experiments. The data were submitted to analysis of
variance by the F test and the means were compared by the Tukey or Scott-Knott
test at the 5% probability level. Adventitious rooting (0 to 90% rooting) and
phytochemical profile of yerba mate mini-cuttings are genotype dependent. Leaf
retention is a relevant factor in the rooting of yerba mate mini-cuttings and the levels
of total phenolic compounds (up to 111.5 mg g'), antioxidant activity (up to 2790.41
umol g') and theobromine (up to 5 .89 mg g') are negatively correlated with their
adventitious rooting of yerba mate. The need for IBA application and productivity of
mini-cuttings and fresh biomass are variables dependent on the genotype and the
season of the year of collection of the propagules, with autumn being the season with
the greatest need for application of this plant regulator for adventitious rooting.
Higher percentages of rooting may be associated with higher concentrations of the
amino acids glutamine and asparagine. The EC21 genotype provided higher mini-
cutting productivity (961.7 mini-cuttings m-?) and fresh biomass in semi-hydroponic
system, reaching the productivity of 96.16 t ha-! year of yerba mate fresh biomass.

Keywords: Yerba mate. Vegetative propagation. Sapling production. Secondary
metabolites. Productivity. Auxin. Caffeine.
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1 INTRODUGAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) € uma espécie arbdérea de
grande importancia no Brasil, que além de participar na renda de milhares de
familias e gerar empregos diretos e indiretos, movimentando parte da economia,
esta presente fortemente na tradicdo cultural de algumas regides brasileiras, além
de ser um componente importante na biodiversidade da Floresta Ombroéfila Mista
(DANIEL, 2009; PIRES et al., 2016).

A espécie apresenta consideravel importancia econémica, com amplo
potencial de mercado, que abrange desde a industria farmacéutica, cosmética e
alimenticia, ao consumo tradicional (chas, chimarréo, tereré) (DARTORA et al.,
2013). Seus produtos sdao consumidos também nos Estados Unidos, Alemanha e
Siria, na forma de “chas” e bebidas energéticas, expandindo-se na ultima década
para outros paises como Espanha, Italia, Australia, Franga, Japao, Coréia e Russia,
principalmente em virtude de seu sabor e fungao estimulante (CARDOZO JUNIOR;
MORAND, 2016).

Um dos aspectos de grande importancia na cadeia produtiva da erva-mate,
refere-se a fase de cultivo que, por sua vez, demanda mudas de qualidade para o
estabelecimento de plantios produtivos que fornegcam matéria prima de qualidade
para a industria (WENDLING; SANTIN, 2015).

Por conta da dorméncia das sementes, longo tempo necessario para a
estratificacdo, baixa germinacédo, alta variabilidade genética e dificuldade na
obtencdo de sementes com padrao genético desejado, a propagagao sexuada da
erva-mate € um processo que apresenta dificuldades e limitacbes (WENDLING;
DUTRA, 2008). Além disso, a incorreta selecao de plantas produtivas tem resultado
em plantios com crescimento desuniforme, baixa produtividade e heterogeneidade
quanto a qualidade da erva-mate comercial (WENDLING et al., 2005; WENDLING et
al., 2007).

Frente a tais circunstancias, o uso de mudas propagadas vegetativamente a
partir de gendtipos selecionados tem se apresentado como alternativa para tais
limitacdbes (WENDLING, BRONDANI, 2015; SANTIN et al.,, 2017) e, visando
contornar as dificuldades de enraizamento de alguns clones de espécies florestais, a
técnica de miniestaquia surge como um aprimoramento da estaquia convencional

(XAVIER et al., 2013), atribuida principalmente ao rejuvenescimento de células e
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tecidos vegetais que, por sua vez, favorecem o enraizamento adventicio (TITON et
al., 2002; ALFENAS et al., 2009).

Apesar de existirem diversos estudos com a propagacao de erva-mate por
miniestaquia (WENDLING, 2004; SA et al., 2018; PIMENTEL et al., 2016; 2017;
2019; DUARTE et al., 2018), os protocolos em escala comercial encontram-se ainda
limitados, principalmente no que se refere ao rejuvenescimento de materiais adultos
e tratamento das estacas visando melhores taxas de enraizamento (WENDLING et
al., 2005; WENDLING, BRONDANI, 2015).

Além disso, dentre os fatores que podem influenciar o enraizamento de
estacas e miniestacas de espécies florestais, destacam-se a aplicacdo de
reguladores vegetais, fatores mesolégicos (substrato, umidade, temperatura,
luminosidade), estado fisiolégico da planta matriz, maturagéo, tipo de propagulo,
época de coleta da estaca e o potencial genético de cada material (ZUFFELLATO-
RIBAS, RODRIGUES, 2001; STUEPP et al.,, 2017), devendo-se realizar estudos
para estabelecer protocolos especificos para genoétipos de interesse.

Embora existam programas de melhoramento para a cultura da erva-mate
desde 1990 (STURION et al., 2001), ainda sao escassos 0s estudos que
correlacionem caracteristicas de composi¢cao quimica de diferentes gendtipos, com a
capacidade rizogénica dos propagulos.

Aliada a propagacéao, a produtividade de miniestacas em minijardim clonal
conduzido em sistema semi-hidropénico € um ponto essencial a ser considerado,
uma vez que a produgao de mudas por miniestaquia em larga escala depende da
produtividade das minicepas.

Além da produtividade das minicepas, tem-se discutido atualmente a
utilizagdo do sistema semi-hidropbnico para a produgdo de massa verde em
minijardim (TOMASI, 2020; AGUIAR, 2021), com possibilidades dessa técnica se
tornar um novo sistema de cultivo de erva-mate, altamente produtivo.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar as respostas da aplicagcdo de
acido indol butirico (IBA) e a coleta de propagulos em diferentes épocas do ano no
enraizamento de miniestacas de 15 diferentes gendtipos de erva-mate, bem como
verificar a correlagcdo da composi¢ao fitoquimica (cafeina, teobromina, acidos
cafeiolquinicos, compostos fendlicos; atividade antioxidante, proteinas totais e
metabdlitos) com a capacidade rizogénica de seus propagulos, além de avaliar a

produtividade de miniestacas e a massa verde dos diferentes gendtipos
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 llex paraguariensis A. St.-Hil.

O género llex possui em torno de 700 espécies que podem ser encontradas
em regides tropicais, subtropicais e temperadas. Desse total, estima-se que 68
espécies podem ser encontradas no Brasil, sendo llex paraguariensis a mais
importante para exploragédo comercial (GILBERTI, 1995).

llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate, € uma
espécie arborea pertencente a familia Aquifoliaceae, nativa da regiao Sul do Brasil e
também nas regides vizinhas em territorios do Paraguai e Argentina, regides com
altitude de 500 a 1000 metros acima do nivel do mar, com exclusao das partes
umidas e dos altos das serras, sendo tolerante ao sombreamento e a baixas
temperaturas (CARVALHO, 2003).

No Brasil, sua ocorréncia se da junto a Floresta com Araucarias (Ombrofila
Mista), compreendendo as regides do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Mato Grosso do Sul e em pontos isolados em Sao Paulo e Minas Gerais (OLIVEIRA,
ROTTA, 1985; CARVALHO, 2003). A area de ocorréncia da espécie abrange
aproximadamente 540.000 km? (3% da América do Sul), entre as latitudes 21° S e
30° S e longitudes de 48° 30" W até 56° 10° W (OLIVEIRA, ROTTA, 1985;
CARVALHO, 2003) (Figura 1).

FIGURA 1 — AREA DE OCORRENCIA NATURAL DE llex paraguariensis.
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A erva-mate se desenvolve nos tipos climaticos Cfb (clima temperado umido
com verao temperado), seguido pelo clima Cfa (clima temperado umido com verao
quente), havendo também pequenas ocorréncias dos tipos climaticos Cwa (clima
temperado umido com inverno seco e verao quente) e Aw (clima tropical com
estacdo seca no inverno), segundo classificagao de Koeppen (OLIVEIRA; ROTTA,
1983; MAZUCHOWSKI, 1991; DANIEL, 2009).

llex paraguariensis apresenta porte arboreo (Figura 2A), é uma espécie
perenifélia, com altura de cultivo entre 3 a 5 metros e com DAP de 20 a 40 cm de
diametro, podendo atingir 30 metros de altura e 100 cm de DAP na idade adulta em
condi¢des de floresta, com tronco reto ou pouco tortuoso e casca de coloragao
cinza-claro a acastanhada, podendo atingir 2 cm de espessura (Figura 2E), e
madeira de coloracdo clara (Figura 2F) (CARVALHO, 2003; DANIEL, 2009). A
ramificacdo € racemosa e as folhas sao simples, alternas, geralmente estipuladas,
subcoriaceas, glabras, com coloragao verde escuro na parte adaxial e clara na parte
abaxial. O limbo foliar € obovado com 5 a 10 cm de comprimento e 3 a 4 cm de
largura, margem irregular serrilhada ou dentada e peciolo com 7 a 15 mm
(CARVALHO, 2003) (Figura 2B).

A espécie é didica, com inflorescéncias fasciculadas e pedunculadas, flores
hermafroditas e unissexuais, pequenas, brancas e pouco vistosas (CARVALHO,
2003; DANIEL, 2009) (Figura 2B). Os frutos sao do tipo baga-drupa globular, com
formato esférico, medindo entre 4 e 8 mm de didametro, tendo em média quatro
sementes, com tegumento aspero e duro (BACKES, 2002; DANIEL, 2009) (Figura
2C). As sementes (Figura 2D) apresentam dispersdao zoocorica, consumidas
principalmente por passaros, os quais as disseminam por meio de suas fezes
(MELLO, 1980).

As duas variedades de llex paraguariensis apresentam pequenas diferengas
entre si, como por exemplo o formato ou tamanho das folhas e a cor do talo (VIEIRA,
2009). Tais diferengas morfolégicas também podem ser notadas com a variagao do
ambiente e influenciadas por fatores como genética, condi¢des climaticas e manejo
(COELHO, 2002; ROSSA, 2013).



24

FIGURA 2 — ARVORE (A), FOLHAS E FLORES (B), FRUTOS (C), SEMENTES (D), CASCA (E)
E MADEIRA (F)de llex paraguariensis.

FONTE: Lorenzi (2008).

A cultura da erva-mate tem sido historicamente um dos principais produtos
florestais da regido sul do Brasil, com grande potencial econémico, social, ecolégico
e cultural. Derivada de ervais nativos ou cultivados, a erva-mate provém
principalmente de pequenas e médias propriedades rurais e empresas ervateiras
dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, tendo participacao
significativa na geracao direta e indireta de empregos (STURION, 2009; ROSSA,
2013).

Historicamente, grande parte da erva-mate brasileira era extraida de ervais
nativos (DA CROCE, 2000; ROCHA JUNIOR, 2001, MACCARI JUNIOR et al., 2006);
todavia, a alta exploragao tem gerado queda na produgao desses ervais e, com a

crescente demanda, tornou-se cada vez mais necessaria a busca de novas
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tecnologias e a implantagao de cultivos comerciais para suprir as necessidades do
mercado consumidor (PAGLIOSA, 2009).
(2013),

convencional, também sao realizados cultivos consorciados com outras espécies

Conforme Rossa aléem da exploragdo nativa e do cultivo
florestais, o que permite maior aproveitamento da area de cultivo e agregagao de
valor da biomassa comercial da erva-mate sombreada.

O interesse comercial pela erva-mate € proveniente principalmente das
indUstrias de alimentos e indUstria quimica (DA CROCE, 2000; ROCHA JUNIOR,
2001; MEDRADO, MOSELE, 2004), servindo de matéria prima para o0s mais

diversos produtos, conforme apresentado na Tabela 1.

TABELA 1 — APLICACOES INDUSTRIAIS, PRODUTOS COMERCIAIS E FORMAS DE UTILIZACAO
DA ERVA-MATE.

Produtos comerciais
- Chimarrao e Tereré
- Cha mate (queimado, verde)
- Mate solavel
- Refrigerantes, sucos, cerveja e
vinho
- Corante natural e conservante
alimentar
- Sorvetes, balas, bombons,
chicletes e gomas

Aplicagoes industriais Formas de utilizagao

Infusdo quente ou fria
Bebidas

Extrato de folhas diluido

Insumos de alimentos Clorofila e 6leo essencial

- Estimulante do sistema nervoso

Extrato de cafeina e
central

. teobromina
Medicamentos

- Compostos para o tratamento de
hipertenséo, bronquite e
pneumonia

Extrato de flavondides

- Bactericida e antioxidante .
Extrato de saponina e

Higiene geral

hospitalar e doméstico
- Esterilizante e emulsificante

6leo essencial

Produtos de uso pessoal

-Perfumes, desodorantes,
cosmeéticos e sabonetes

Extrato de folhas seletivo
e clorofila

FONTE: Adaptado de MAZUCHOWSKI e RUCKER (1997).

O amplo campo de aplicagao da erva-mate tem resultado no uso da espécie
nas mais diversas areas, as quais envolvem estudos sobre a composi¢ao quimica e
aplicacao farmacolégica até a abordagem agronbémica, considerando sua
propagacao, cultivo, melhoramento genético, entre outros aspectos relacionados a

producdo de matéria prima para a industria.
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Conforme dados da FAO, em 2019, a produ¢cdo mundial de erva-mate foi de
945.962 toneladas. Nesse cenario, o Brasil foi responsavel por mais de 50% da
produgdao mundial, atingindo a marca 517.779 toneladas, em uma area colhida de
67.230 ha, resultando em uma produtividade média de 7.702 kg ha™'. (FAO, 2021).

O estado do Rio Grande do Sul foi o principal produtor de erva-mate no
levantamento de 2019, representando 45% da produgao, seguido pelo Parana com
37% da producgéo brasileira e Santa Catarina com 17% (IBGE, 2020).

Dada a importancia da cultura da erva-mate no Brasil e no mundo, entre os
principais desafios para a espécie, destacam-se a fase de producdo de mudas, a
qual necessita de continuo aperfeicoamento das técnicas visando a reducdo do
tempo de permanéncia das mudas em viveiro e manutencéo de alta qualidade das

plantas, fator essencial para o estabelecimento de ervais bem formados.

2.2 PROPAGAGAO DA ERVA-MATE

A propagacao da erva-mate € uma das fases de grande importancia para a
producdo de matéria prima de qualidade. E a partir dessa fase, que devem-se ter os
primeiros cuidados na selegao e escolha de matrizes para a clonagem de materiais
genéticos de alta qualidade e produtividade, garantindo o estabelecimento de
plantios comerciais com plantas altamente produtivas e com composi¢ao fitoquimica
de interesse para a industria (WENDLING; SANTIN, 2015). Sendo assim, os estudos
com propagacgao da erva-mate, buscam desde o principio, a melhor forma para a
multiplicagdo da espécie com eficiéncia e viabilidade.

De modo geral, existem duas principais técnicas de propagacido da erva-
mate, sendo elas por sementes (propagacao sexuada) e por estaquia/miniestaquia
(propagacao vegetativa) (WENDLING et al., 2020).

Tradicionalmente, a propagacgéo da erva-mate por meio de sementes € ainda
o método mais utilizado, principalmente devido ao fato de apresentar um menor
custo, possuir maior facilidade de execucdo e haver maiores informacgdes
disponiveis sobre a técnica (DANIEL, 2009; SANTIN et al.,, 2015). Todavia,
apresenta as desvantagens de requerer tempo para estratificacdo das sementes,
baixo percentual de germinacgao e alta variabilidade genética (WENDLING, 2004).

Por apresentar dorméncia embrionaria (embrido imaturo) (FOWLER,
BIANCHETTI, 2000) e tegumentar (FOWLER; STURION; ZUFFELLATO-RIBAS,
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2007), as sementes de erva-mate recém colhidas n&o apresentam condigbes de
germinar, passando por um periodo de repouso de até dois anos (CUQUEL et al.,
1994), o que exige a técnica de estratificacdo, que consiste em armazena-las em
camadas de areia umida por um periodo de cinco a seis meses (ZANON, 1988;
CUQUEL et al., 1994; MEDRADO, MOSELE, 2004).

Além da dorméncia das sementes, os plantios de erva-mate provenientes de
sementes coletadas sem critérios técnicos apresentam desenvolvimento
heterogéneo, com respostas negativas na produtividade e qualidade do produto final
(WENDLING, 2004). Segundo o autor, esses problemas podem ser minimizados ou
até solucionados com a obtencdo de mudas por propagacao vegetativa de
individuos geneticamente superiores.

Em relagdo a propagagao vegetativa, a técnica da estaquia consiste na
reconstituicdo vegetal a partir de qualquer parte vegetativa destacada da planta-mae
(raiz, caule, folha, gema) na qual, em condi¢cao favoravel, promove a formacao de
raizes adventicias dando origem a uma nova planta (JANICK, 1966; FACHINELO et
al., 2005). Tal processo € possivel em razdo da totipoténcia celular, na qual as
células detém de toda informagao genética necessaria para a regeneragao de uma
planta completa (KERBAUY, 2004).

A propagacéao da erva-mate por estaquia possibilita a formagdo de mudas de
qualidade em curto espago de tempo, uniformes e com a possibilidade de clonagem
de gendtipos de interesse (HIGA et al., 1982; GRACA et al., 1988; WENDLING,
2004; BITENCOURT et al., 2009; DORIGON, OLIVEIRA, 2016).

Embora a estaquia seja altamente eficiente para algumas espécies, a
utilizagdo de material vegetal com maior grau de maturidade, como por exemplo,
ramos maduros de arvores adultas, € uma das possiveis causas da baixa
porcentagem de enraizamento de estacas de erva-mate. Desta forma, torna-se
necessaria a utilizagdo de técnicas que visem resgatar a juvenilidade de estacas,
sendo a técnica da miniestaquia uma das alternativas (WENDLING, 2004).

A miniestaquia surgiu no inicio na década de 1990 com o género Eucalyptus
(WENDLING, 1999; HIGASHI; SILVEIRA, 2000) e pode ser considerada um
aperfeicoamento da estaquia, viabilizando a propagagdo em espécies onde a
estaquia convencional nao apresenta bons resultados. Os resultados positivos da

miniestaquia podem ser atribuidos principalmente ao rejuvenescimento de células e
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tecidos vegetais, que por sua vez, favorecem o enraizamento adventicio (TITON et
al., 2002; ALFENAS et al., 2009).

Tecnicamente, a miniestaquia consiste na utilizagdo de brotagdes de plantas
(minicepas) que foram inicialmente propagadas pelo método da estaquia
convencional ou por sementes, e entdo conduzidas em sistema de minijardim clonal
(conjunto das minicepas) para servirem de fonte de propagulo vegetal (miniestacas)
(WENDLING, 1999; ALFENAS et al., 2009; WENDLING et al., 2010).

As minicepas podem ser conduzidas em diferentes sistemas, podendo ser
plantadas em recipientes (vasos, sacos plasticos, tubetes) ou sistema de canaletbes
(amianto ou concreto) com leito de areia e fertirrigacao localizada, sendo este ultimo
sistema o mais aplicado comercialmente (MAFIA et al., 2005; BRONDANI et al.,
2010).

Para a formagao do minijardim clonal, a muda de estaquia é plantada no
sistema de condugao escolhido e entao € realizada a poda do apice da muda, que
ird emitir novas brotagbes, as quais servirdo de propagulos vegetativos. A parte
basal da brotagcdo da estaca podada constitui uma minicepa que sera fonte de novas
brotagbes que servirdo de propagulos (miniestacas) em intervalos de tempo

conforme o crescimento das brotagdes (FERRARI et al., 2004) (Figura 3).

FIGURA 3 — PROCEDIMENTOS PARA A FORMAGAO DE UM MINIJARDIM CLONAL E TECNICA
DE MINIESTAQUIA EM ERVA-MATE.

Muda de estaquia Formagéo do Minijardim clonal com as minicepas Coleta de brotagdes
/ minijardim clonal produzindo brotos (propagulos vegetativos)
>

f/ [+}
g
@
e
>
@
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o
“
o
o

Miniestaca
Muda_'proma enraizada
s,

Miniestaca
* Casa de vegetagdo = Enraizamento preparada
" Casa de sombra = Aclimatagdo/crescimento
~~ < Pleno sol = Rustificagiio

Casa de sombra

FONTE: Adaptado de Wendling et al. (2020).



29

As miniestacas de erva-mate sdo geralmente preparadas com tamanhos de
4 a 8 cm, com remocao do apice e manutencdo de um par de folhas reduzidas em
aproximadamente 50% da area foliar (BRONDANI et al., 2007; WENDLING et al.,
2007; SA et al., 2018; PIMENTEL et al., 2019). Recentemente alguns autores tem
recomendado a utilizagdo de miniestacas sem a redugao da area foliar, mantendo-se
de 2 a 3 pares de folhas (WENDLING et al., 2020), ou ainda, de 2 a 3 folhas inteiras
(DUARTE et al., 2020b).

Apds o preparo das miniestacas, estas devem ser acondicionadas em
recipiente com agua para que nao desidratem até o momento do plantio
(WENDLING et al., 2020), o que geralmente é realizado em tubetes cbnicos de 55
cm?a 110 cm3 (WENDLING; SANTIN, 2015), utilizando substrato comercial a base
de vermiculita, casca de arroz carbonizada e casca de pinus (WENDLING et al.,
2007), fibra de coco, vermiculita, carvdo vegetal e casca de pinus (SA et al., 2018).

Quanto a utilizagdo de regulador vegetal para indugao do enraizamento
adventicio, devido ao maior grau de juvenilidade das miniestacas quando
comparada a estaquia convencional, as concentragdes de reguladores utilizados s&o
geralmente menores, ou até mesmo dispensaveis para alguns materiais genéticos
(WENDLING; SANTIN, 2015). Por exemplo, os gendtipos de erva-mate estudados
por Sa et al. (2018) apresentaram melhor resposta de enraizamento quando as
miniestacas foram submetidas a tratamento com 8.000 mg L' de acido indol butirico
(IBA). Por outro lado, Pimentel et al. (2019), também trabalhando com erva-mate,
afirmaram ser desnecessaria a utilizacao de IBA no enraizamento de miniestacas de
quatro gendtipos estudados.

As diferentes respostas observadas nos estudos mostraram que a capacidade
rizogénica podera diferir drasticamente entre as espécies florestais, bem como entre
os clones de uma mesma espécie, sendo a rizogénese controlada geneticamente
por meio da capacidade das células sofrerem desdiferenciagédo (HAISSIG, 1982;
XAVIER et al., 2013). A necessidade de desenvolvimento de protocolos especificos
para a propagacao de erva-mate por clones selecionados € de extrema importancia,
uma vez que a variagado na rizogénese entre individuos é muito alta (WENDLING,
2004).

Tavares (1992) destacou que as procedéncias e progénies de erva-mate
variaram de 0% a 100% na capacidade de enraizamento, havendo dessa forma a

necessidade de estudar o enraizamento de diferentes gendtipos de erva-mate como
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critério de selegdo. Para Dorigon e Oliveira (2016), ha necessidade de mais
pesquisas e que sejam selecionadas matrizes de elevada qualidade de matéria
prima e produtividade, combinadas com satisfatéria capacidade de enraizamento

das mudas.

2.3 FATORES ENVOLVIDOS NO ENRAIZAMENTO ADVENTICIO

O processo de enraizamento adventicio pode ser influenciado por diversos
fatores, dentre eles: o potencial genético da espécie, as condi¢des fisiologicas e
nutricionais da planta fornecedora de propagulos, a idade da planta matriz e dos
propagulos (quanto a maturacéo e juvenilidade), o tipo e a posi¢gao de coleta dos
propagulos, o balango hormonal, a concentragéo interna de inibidores, a presencga
de cofatores e a sanidade da planta (ZUFFELLATO-RIBAS; RODRIGUES, 2001;
XAVIER et al., 2013).

Pode ser influenciado também por fatores extrinsecos, relacionados com as
condigbes o ambiente de enraizamento (umidade, temperatura, luminosidade), o
tipo e a qualidade do substrato, a época de coleta (estagdo do ano) e a aplicagao de
reguladores vegetais (XAVIER et al., 2013; HARTMANN et al., 2011).

Em relagdo ao potencial genético, sabe-se que o processo de formacgao de
raizes adventicias é controlado geneticamente por meio da capacidade de algumas
células sofrerem desdiferenciagdo em condi¢des satisfatorias para expressao génica
(HAISSIG, 1982), ocorrendo em trés fases sucessivas e interdependentes: indugéo,
iniciacao/formacgéao e expressao (PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014). Que por
sua vez, podem estar diretamente relacionadas com o conteudo enddégeno dos
propagulos, visto que esse trata-se de um fator que determinam se uma espécie é
facil, relativamente facil ou de dificil enraizamento (FACHINELLO et al., 2005).

No caso da erva-mate, sabe-se que a capacidade rizogénica das
miniestacas é varidvel e depende do material genético utilizado (SA, 2018;
PIMENTEL et al., 2019), com resultados que podem variar de 0% a 100% de
enraizamento (TAVARES et al.,1992; DUARTE, 2020a).

O conteudo e as concentragdes endogenas de horménios promotores ou
inibidores do enraizamento variam de acordo com a espécie e o estadio de
desenvolvimento vegetal, sendo que para que ocorra 0 enraizamento adventicio, &

necessario haver um balango hormonal e dos cofatores da rizogénese. Dessa forma,
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a utilizagdo exdgena de auxinas na base das estacas pode promover alteragbes
hormonais, favorecendo ou n&o o enraizamento (HARTMANN et al., 2011).

A utilizagao de auxinas exdgenas tem sido amplamente utilizada e eficiente
na propagacao vegetativa de plantas de interesse comercial (TAIZ; ZEIGER, 2013),
sendo o acido indol butirico (IBA) a principal auxina sintética utilizada para favorecer
a formagéao de raizes em estacas (HARTMANN et al., 2011). Como ja mencionado,
para a erva-mate, a literatura apresenta resultados bastante variaveis em relagao a
aplicagao de IBA para a indugdao do enraizamento adventicio, devendo-se realizar
testes para verificar a necessidade individual de materiais de interesse.

E importante ressaltar que outros grupos de horménios também interferem
na promogao ou inibicdo do enraizamento, sendo que dificilmente atuam de modo
isolado, cujas respostas s&o provenientes da interagdo entre horménios e outros
sinais (RAVEN et al., 2014).

A composigao nutricional é outro fator de suma importancia. O zinco, por
exemplo, é ativador do aminoacido triptofano, que por sua vez, é precursor do acido
indol acético (IAA), auxina endégena mais abundante. Ja o boro, quando utilizado
em combinagdo com IBA, pode aumentar a percentagem e a velocidade da
formacgao de raizes. Ademais, o equilibrio entre alguns nutrientes como o fésforo, o
potassio, o calcio e o magnésio, favorecem o enraizamento (FACHINELLO et al.,
2005).

Além da composig&o nutricional, compostos fitoquimicos endégenos, como
por exemplo, carboidratos, proteinas e compostos fendlicos, também estao
envolvidos na capacidade de enraizamento adventicio (LI et al., 2009; ZHANG et al.,
2017b). Os carboidratos sintetizados pelo processo de fotossintese sao utilizados
como recurso energético na indugcdo e no desenvolvimento das raizes
(ASLMOSHTAGHI; REZA-SHAHSAVAR, 2010; SOUZA et al., 2015), sao fontes de
carbono para biossintese de acidos nucléicos e proteinas (FACHINELLO, 2005) e,
atuam na regulacao da expressao génica (WANG; RUAN, 2013).

As proteinas, por sua vez, atuam na divisao e diferenciacao celular (HUSEN,
2008), na regulacao da biossintese das auxinas e em outras atividades fisiologicas,
especialmente com fungdo enzimatica (SAIRANEN et al., 2012). Dentre as agdes
enzimaticas, estdo envolvidos varios processos biologicos, o0s quais sao

responsaveis pela extensibilidade da parede celular (HUSEN, 2008), transporte de
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auxinas (PEER et al., 2011) e pelo controle enddégeno do excesso de IAA, mediante
a conjugacao da auxina com aminoacidos (SORIN et al., 2006).

Ja em relacdo aos compostos fendlicos, esses podem afetar os teores
endoégenos de IAA (SHIOZAKI et al., 2013), estimulando (polifendis) ou inibindo
(monofenodis) o enraizamento (ONO; RODRIGUES, 1996). Os flavondides, por
exemplo, atuam como inibidores do transporte basipeto de IAA (PEER et al., 2007) e
0 &cido cinédmico estimula a oxidacédo do IAA (SHIOZAKI et al., 2013). Em
contrapartida, outros compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes, como
por exemplo o floroglucinol e o acido clorogénico, que previnem a degradacao das
auxinas pelas peroxidases e, consequentemente, estimulam o enraizamento
(SHIOZAKI et al., 2013).

A idade da planta fornecedora de propagulos é outro fator que interfere na
rizogénese adventicia (ZHANG et al.,, 2017a). Em geral, a capacidade de
enraizamento de propagulos vegetativos diminui com o aumento da maturidade da
planta matriz (HUSEN; PAL, 2006). Assim sendo, o potencial de enraizamento de
propagulos maduros € menor em comparagado aos propagulos juvenis (KIBBLER;
JOHNSTON; WILLIAMS, 2004; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).

Outro fator envolvido no enraizamento adventicio refere-se a época de
coleta dos propagulos (diferentes estagcbes do ano), uma vez que as variagdes
ambientais podem influenciar as condigbes fisiolégicas da planta-mée
(ZUFFELLATO-RIBAS; RODRIGUES, 2001; HARTMANN et al., 2018) e,
consequentemente, na formacao do sistema radicial. A exemplo disso, variagcboes de
temperatura e fotoperiodo ao longo do ano influenciam os niveis enddégenos de
auxina, teor de carboidratos, e outros componentes enddégenos (COSTA et al.,
2013).

Para erva-mate, os resultados encontrados na literatura em relagéo a melhor
época de coleta para o enraizamento adventicio de miniestacas tem mostrado
respostas variaveis. Em um estudo realizado por Sa et al. (2018), a primavera foi a
época mais promissora, enquanto que Pimentel et al. (2016) concluiram que a
melhor época para o enraizamento das miniestacas de erva-mate foi no outono e
inverno. Desta forma, fica evidente a necessidade de avaliar épocas de coleta de
propagulos para enraizamento considerando as caracteristicas individuais de cada

genotipo de interesse.
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Tao importante quanto os fatores ja mencionados, sdo os fatores
relacionados ao ambiente de enraizamento, os quais sdo determinantes no processo
de rizogénese. Em alguns experimentos realizados Wendling; Brondani (2006) e
Brondani et al. (2007), foram verificadas que as condigcbes de temperatura entre
20°C a 30°C, e umidade relativa do ar igual ou superior a 80%, obtidas em casa de
vegetacdo com nebulizacdo intermitente, sdo condigdes adequadas para o
enraizamento de estacas e miniestacas de erva-mate. A nebulizacdo da casa de
vegetacdo mantém a umidade das folhas, reduzindo a desidratagado, garantindo com
que as folhas se mantenham funcionais por um maior tempo, fator que pode ser
decisivo para o enraizamento (WENDLING; SANTIN, 2015).

Em relacdo ao fator luminosidade, sua importancia esta relacionada com a
atividade fotossintética (XAVIER, 2002) e com a degradacéo (foto-oxidagédo) de
auxinas, uma vez que a baixa intensidade de luz sobre a planta-mae, antes da
coleta dos propagulos, pode favorecer o enraizamento por preservar a presencga de
auxinas. Além disso, durante a fotossintese, a etapa fotoquimica fornece energia
para a manutengdo das atividades metabdlicas da miniestaca (KOMISSAROVIC,
1969), sendo que variagdes luminosas sobre as plantas matrizes podem ativar ou
inibir cofatores do enraizamento, bem como o teor de auxina na planta (HARTMANN
et al.,, 2011).

Por fim, mas ndo menos importante que os demais fatores mencionados, é o
substrato para o enraizamento. Este, deve sustentar as estacas e proporcionar boa
aeracao, deve possuir alta capacidade de retengcdo de agua, além de ser bem
drenado, livre de patdgenos e manter a base da estaca no escuro (HARTMANN et
al.,, 2011). Avaliando a qualidade de diferentes substratos no enraizamento de
miniestacas de erva-mate, Kratz et al. (2015) verificaram que as composigdes com
proporcdes balanceadas de fibra de coco e casca de arroz carbonizada foram as
responsaveis pelas melhores caracteristicas radiciais. Ja no estudo realizado por
Brondani et al. (2007), o uso do substrato casca de arroz carbonizada + substrato
para enraizamento a base de casca de Pinus e vermiculita (1:1 v/v) foi o mais
indicado para llex paraguariensis.

Varios estudos com estaquia e miniestaquia de erva-mate tem utilizado
substratos comerciais a base de casca de Pinus (SA et al., 2018; PIMENTEL et al.
2019) e vermiculita (BITENCOURT et al., 2009; DUARTE et al., 2020b; STUEPP et
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al., 2017), geralmente contendo também casca de arroz e turfa e na sua

composicao.

2.4 COMPOSIGAO QUIMICA DA ERVA-MATE

A erva-mate apresenta uma rica composicdo quimica, composta por
minerais, vitaminas, compostos fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico),
metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina), terpenos (carotendides, saponinas)
flavonoides (quercetina, campferol, rutina) (HECK; DE MEJIA, 2007; MELO et
al.,2020), além dos conteudos de proteinas e fibras alimentares determinados em
alguns estudos (ESMELINDRO et al., 2002; TOMASI et al., 2021).

Sua composicdo de metabdlitos secundarios também é extensa. Em um
estudo realizado por Melo et al. (2020), a analise de compostos polares
(metabolémica) via CG-EM possibilitou a detecgdo de 96 compostos em tecido foliar
de erva-mate, incluindo acucares, agucares alcoois e ciclitdis, agucares acidos,
desoxiagucares, anidros agucares, aminoacidos, compostos nitrogenados, acidos
organicos, compostos fendlicos, organicos fosfatados, lipidios, acidos graxos,
compostos aromaticos e inorganicos.

Dentre os compostos de maior interesse na erva-mate, destacam-se a
cafeina, que por sua vez, € a metilxantina encontrada em maiores quantidades
quando comparada a teobromina e teofilina (VALDUGA et al., 2019), podendo ser
encontrada em concentragao entre 0,1% (DUARTE et al., 2020c) a 3,7% de tecido
seco (DUARTE, 2020a). A cafeina € um derivado da xantina, quimicamente
relacionada com teofilina e teobromina, as quais se diferenciam pela poténcia de
suas agdes farmacoldgicas sobre o sistema nervoso central (ALTIMARI et al., 2006).

A cafeina pertence ao grupo dos estimulantes do sistema nervoso central e,
em geral, seus efeitos consistem no aumento do estado de alerta e redugdo da
sensacgao de fadiga, entre outros estimulos (GUERRA et al., 2000).

A teobromina é um alcaloide derivado da purina e, suas propriedades tém
despertado grande interesse médico devido sua capacidade estimulante com efeito
no cérebro, coracdo, secregao gastrica e funcionamento dos rins (ETENG et al.,
1997; GIRARDI, 2002).

Em um estudo realizado com dezesseis progénies, comparando-se

procedéncias e localidade de cultivo, Cardoso Junior et al. (2003) verificaram
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diferencas significativas entre os teores de cafeina. Conforme Ruiz et al., (2015), a
producdo e o acumulo das metilxantinas e polifendis em erva-mate podem
apresentar variagdes por fatores genéticos, ambientais, técnicas de cultivo e o
processamento.

Ja em relacido aos flavondides, esses possuem propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdéria, antitumoral, antitrombogénica e antiviral, sendo capazes de
aumentar a resposta imune do organismo (OHEM, HOLZL, 1988; BLUMBERG,
CAPPELLANO, 2002; GIRARDI, 2002). Os principais flavondides constituintes na
erva-mate sao a rutina, a quercetina-3-glicosideo e o canferol-3-rutinosideo (FILIP et
al.,, 2001). Cerca de 20 a 30% da composicdo da erva-mate sao polifendis
hidrosoluveis, como acido isoclorogénico, acido cafeico e &acido clorogénico,
apresentando atividades antioxidantes e hepatoprotetoras (FILIP et al., 2001).

Além dos compostos ja mencionados, outros compostos bioativos e suas
respectivas atividades farmacolégicas sdo apresentados na Tabela 2, adaptada de
Melo (2018).

TABELA 2 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS, ATIVIDADE FARMACOLOGICA EM llex
paraguariensis E REFERENCIAS

Composto Atividade Referéncias
Cafeina eHs Anticancerigeno Duke (1992)
W _N_ o Antiobesidade Gonzales et al. (1993)
¢ hd Antioxidante Polimilio et al. (2002)
N N~ch, Antitumoral Schinella et al. (2005)
HC o Diurético Heck; Mejia (2007)
Estimulante Bracesco et al. (2011)
Vasodilatador
Teobromina Diurético Gonzales et al. (1993)
FHs Estimulante Schubert et al., 2006
N o Miorrelaxante Heck; Mejia, 2007
</ ﬁ Riachi; De Maria (2017)
s NH
/s
HsC i
Acido cafeico Antioxidante Duke (1992)
i Estimulante Filip et al. (2001)
o Antibacteriano Schubert et al. (2006)
HO .
o]
Acido clorogénico Antioxidante Duke (1992)
. Antibacteriano Andersen; Fogh (2001)
- Y Colinérgica Filip et al. (2001)
( o Antitumoral Gugliucci; Menini (2002)
Al ]'\ ﬂ Analgésico Heck; Mejia (2007)
o N on Mejia et al. (2010)

e Isolabella et al. (2010)




Colina Previne a diabétes Duke (1992)
| Colinérgica Opala et al. (2006)
Nt HO Lipotrépico Heck; Mejia (2007
e ~ potrop jia (2007)
Rutina Antitumoral Duke (1992)
™ Antioxidante Filip et al. (2000)
o Previne a Ulcera Isolabella et al. (2010)
HO Vasodilatador
O‘ Antimutagénico
[¢]
OH O st
o |
OH OH OH
, OH
Acido Nicotinico Colinérgico Filip; Ferraro (2003)
0 Hipocolesterolémico Heck; Mejia (2007)
N
N
Acido Pantoténico Antialérgico Duke (1992)
H OH Anti?rtritica Heck; Mejia (2007)
Antifadiga
N OH
HC CH; o \/\L(
Campferol Antioxidante Heck; Mejia (2007)
OH  Antibacteriano Correa et al. (2017)
‘ Antitumoral Isolabella et al. (2010)
HO o
9@
OH
Cicatrizante Duke (1992)

Anti-inflamatdria
Anti-hemorragico

Prince; Senthil (2012)
Riachi; De Maria (2017)

Antioxidante
Antialérgico
Antitumoral
Antiviral
Anti-inflamatoria

Duke (1992)
Riachi; De Maria (2017)
Isolabella et al. (2010)

Analgésica
Antioxidante
Antiarritmico
Antitumoral

Previne o Alzheimer

Gnoatto et al. (2005)
Heck; Mejia (2007)
Riachi; De Maria (2017)

FONTE: Adaptado de Melo (2018).
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Como visto, a erva-mate apresenta potencial de uso para industria
farmacéutica e alimenticia, tornando-se o melhoramento genético necessario, néo
apenas para produtividade de matéria prima em quantidade, mas também com

énfase em uma maior produg¢ao de compostos de interesse comercial (MELO, 2018).

2.5 PRODUTIVIDADE DE MINIESTACAS E MASSA VERDE DE ERVA-MATE

Com o desenvolvimento da técnica de miniestaquia, a produgao de
propagulos vegetativos se tornou uma necessidade essencial. Desde entdo, alguns
estudos avaliaram a produtividade de miniestacas de eucalipto (FREITAS et al.,
2017), Tibouchina spp. (LATOH et al., 2018) e erva-mate (WENDLING et al. 2007;
PIMENTEL et al., 2019), visando verificar o potencial dessas espécies no
fornecimento dos propagulos.

Para erva-mate, Wendling et al. (2007) verificaram que a produtividade de
miniestacas em sistema semi-hidrOponico é tecnicamente viavel, e obtiveram uma
produtividade média de até 298,5 miniestacas m por coleta (11 coletas num periodo
de 391 dias). Os autores constataram também que a solugdo nutritiva utilizada
influenciou na sobrevivéncia e produtividade das minicepas. Ja no estudo realizado
por Pimentel et al. (2019), estes obtiveram uma produtividade de até 145,8
miniestacas/minicepa (em um intervalo de 90 dias entre coletas) e também
observaram diferenga de produtividade entre gendtipos e época do ano.

Visto que para o estabelecimento de um programa de propagacgao vegetativa
por miniestaquia existe a necessidade de um continuo fornecimento de propagulos,
a avaliagao da produtividade das minicepas € uma caracteristica de consideravel
importancia.

Ja em relacdo a produtividade de massa verde de erva-mate, os estudos
tém-se concentrado em sua maioria nas condicbes de campo (SANTIN et al., 2014;
2015; 2017a, 2017b; 2019), os quais relatam produtividade variando de 10,5 t ha
ano™ (SANTIN et al., 2017b) a 14,5 t ha' ano™’ (SANTIN et al., 2014). Por outro lado,
o sistema “Erva 20", desenvolvido pela Embrapa Florestas, propde uma possivel
produtividade de 20 toneladas ha' de erva-mate (em 18 meses), em ervais
comerciais com alto grau de adogéao tecnoldgica e adubagao adequada (PENTEADO
JUNIOR; GOULART, 2019).
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A produtividade em sistema semi-hidropdnico, no entanto, tem sido uma
novidade para a cultura da erva-mate. Trata-se de um sistema que ainda se
encontra em avaliagdo, com poucos estudos (TOMASI, 2020; AGUIAR, 2021).
Todavia, tais estudos mostraram que este sistema pode ser muito promissor, com
possibilidade de proporcionar produtividade superior ao sistema convencional.

Tomasi (2020) verificou que a utilizagao do sistema semi-hidroponico para a
producdo de folhas de erva-mate possibilita bons resultados e uma producao
continua ao longo do ano, com possibilidade de se tornar um novo sistema de cultivo
para a espécie. A partir disso, Aguiar (2021) avaliou a produtividade de massa verde
nesse sistema e obteve uma alta produtividade de massa comercial (36,91 t ha™
ano™), superando a produtividade a campo.

Considerando que tais estudos sao recentes e pioneiros para producao de
massa verde de erva-mate, destaca-se a importancia de novos estudos com a
produtividade em sistema semi-hidropdnico, avaliando-se, por exemplo, solugbes
nutritivas para a produtividade de massa verde, selegcdo de gendtipos altamente
produtivos para esse sistema, bem como a viabilidade econdmica na aplicabilidade

deste em comparagao ao sistema convencional.
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3 CAPITULO I. PROPAGAGAO VEGETATIVA, COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE GENOTIPOS DE ERVA-MATE*

RESUMO

llex paraguariensis, mais conhecida como erva-mate, € uma espécie arbérea nativa
da América do Sul. Seu valor comercial se deve a fabricagdo de chas, com potencial
também na area farmacoldgica e industria cosmética. A propagacgao vegetativa da
erva-mate é considerada uma inovagdo ao sistema tradicional de produgdo de
mudas, que tradicionalmente é realizado principalmente pela na propagagao sexual.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial rizogénico e atributos
quimicos de miniestacas de 15 gendtipos de erva-mate, bem como verificar a
correlagao entre variaveis fitoquimicas e relacionadas ao enraizamento. Miniestacas
foram coletadas de um minijardim clonal estabelecido em sistema semi-hidropénico
em areia e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 15
tratamentos (gendtipos), 4 repeticbes e 10 miniestacas por parcela. Apos 120 dias
em casa de vegetacao, foram avaliados: porcentagem de enraizamento, numero
médio de raizes, comprimento médio de raizes, miniestacas com calos, com calos e
raizes, sobrevivéncia, mortalidade e retencéo de foliar. Para as analises fitoquimicas
(compostos fendlicos totais, proteinas, cafeina, teobromina e atividade antioxidante)
subamostras de miniestacas de cada parcela foram coletadas. A porcentagem de
enraizamento variou de 5 a 72,5%, com diferenga significativa entre os gendtipos. O
enraizamento adventicio e o perfil fitoquimico de miniestacas de erva-mate séo
dependentes do gendtipo. A retencgéao foliar € um fator relevante no enraizamento de
miniestacas de erva-mate e os teores de compostos fendlicos totais, antioxidantes e
teobromina presentes nas miniestacas sdo negativamente correlacionados ao seu
enraizamento adventicio.

Palavras-chave: Cafeina. Calogénese. llex paraguariensis. Miniestaca.
Enraizamento. Compostos fendlicos.

*Artigo publicado na Revista Plant Genetic Resources em 30/03/2021.
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VEGETATIVE PROPAGATION, CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF YERBA MATE GENOTYPES

ABSTRACT

llex paraguariensis, commonly known as yerba mate, is a tree species native to
South America. Its commercial value is due to the manufacturing of teas, with
potential also in the pharmacological and cosmetic industries. Vegetative propagation
of yerba mate is considered an innovation to the traditional production systems of
seedling production, which traditionally is carried out mainly by sexual propagation.
The present study aimed to evaluate the rhizogenic potential and chemical attributes
of mini-cuttings from 15 yerba mate genotypes, as well as to verify the correlation
between phytochemical and rooting-related variables. Mini-cuttings were collected
from a pre-existing mini-clonal hedge and the experimental design was completely
randomized, with 15 treatments (genotypes), four replications and 10 mini-cuttings
per plot. After 120 days, mini-cuttings were assessed regarding rooting, mortality,
callogenesis and leaf retention percentages, percentage of mini-cuttings with both
calluses and roots, number of roots and average root length. At the time of collection,
subsamples from each plot were used for phytochemical analyses including total
phenolic compounds, protein, caffeine and theobromine contents and antioxidant
activity. Rooting percentages ranged from 5 to 72.5%, with significant variation
among genotypes. Adventitious rooting and phytochemical profile of yerba mate mini-
cuttings are genotype dependent. Leaf retention is a relevant factor in the rooting of
yerba mate mini-cuttings and the levels of total phenolic compounds, antioxidants
and theobromine present in mini-cuttings are negatively correlated components to
llex paraguariensis adventitious rooting.

Keywords: Caffeine. Callogenesis. llex paraguariensis. Mini-cutting. Rooting.

Phenolic compounds.
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3.1 INTRODUGCAO

llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae), popularmente conhecida como
erva-mate, € uma espécie arborea florestal, nativa da América do Sul, ocorrendo no
Brasil, Argentina e Paraguai (CARVALHO, 2003). Esses trés paises s&o os
responsaveis por praticamente toda a erva-mate produzida no mundo, perfazendo
1.016.085 toneladas do produto em 2017 (FAO, 2020). S6 o Brasil produz mais de
60% do total de erva-mate produzida no mundo e 80% desse montante € usado para
consumo local (REICHERT et al., 2013). A espécie possui consideravel importancia
econbmica, com amplo potencial de mercado, abrangendo desde a industria
farmacéutica e cosmética ao consumo tradicional (chas, chimarrédo, tereré,
(DARTORA et al., 2013). Os produtos da erva-mate estdo se tornando cada vez
mais populares em outros paises, consumidos nos Estados Unidos, Alemanha e
Siria, expandindo-se na ultima década para outros paises como Espanha, Italia,
Australia, Franca, Japao, Coréia do Sul e Russia, principalmente em virtude de seu
sabor e propriedades estimulantes (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).

Caracterizada por sua riqueza fitoquimica, a erva-mate apresenta uma série
de constituintes, incluindo minerais, vitaminas, compostos fendlicos, alcalbides
(cafeina, teobromina) e terpenos (carotendides, saponinas) (HECK; DE MEJIA,
2007). Alguns desses compostos estdo associados as atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antitumorais e antiobesidades (BRACESCO, et al. 2011). Estudos
adicionais evidenciaram que os produtos da erva-mate exercem importante acao
antimicrobiana (MARTIN et al., 2013), neuroprotetora (BRANCO et al., 2013),
hipocolesterolémica (BRAVO et al., 2014), hepatoprotetora (TAMURA et al., 2013),
além de atividades diuréticas e anti-reumaticas (ISOLABELLA et al., 2010).

A geracédo de novas informagdes sobre as atividades farmacoldgicas e o
desenvolvimento de novas oportunidades de mercado para os produtos de erva-
mate evidenciam a necessidade de selegcdo de gendtipos mais produtivos em
relacdo a biomassa, producdo de metabdlitos secundarios ou desempenho
silvicultural geral para suprir a crescente demanda por matéria-prima de alta
qualidade. De acordo com Santin et al. (2017), a selegdo de plantas parentais de
diferentes origens permite a identificacdo e o aprimoramento de caracteristicas
especificas de [. paraguariensis, o que pode resultar em maior produtividade e

lucratividade. Nesse contexto, a caracterizagao fitoquimica de diferentes gendtipos é
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uma etapa fundamental para programas de melhoramento genético e para o
estabelecimento de plantios comerciais de erva-mate.

Tao importante quanto a selegao de gendtipos produtivos é a capacidade de
propagar com eficiéncia essas plantas. Tradicionalmente, as plantas utilizadas para
o estabelecimento de florestas comerciais de erva-mate sdo em sua maioria
produzidas por sementes e originadas de viveiros ndao especializados, o que acaba
resultando em plantios com baixa produtividade (SANTIN et al., 2008). Uma
alternativa viavel para superar esse problema é o desenvolvimento de protocolos
para clonagem em grande escala a partir de gendtipos altamente produtivos e com
caracteristicas desejadas (WENDLING; SANTIN, 2015).

Embora existam estudos na propagacédo comercial de . paraguariensis por
miniestaquia (WENDLING et al., 2007; SA et al., 2018; PIMENTEL et al., 2019,
2020), esses ainda sado escassos, principalmente no que diz respeito a técnicas de
rejuvenescimento para promover eficientemente a rizogénese em tecidos de arvores
maduras (WENDLING e SANTIN, 2015), bem como estudos que correlacionem a
composi¢cado quimica com a capacidade de enraizamento de gendtipos selecionados.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a composigdo quimica, a
atividade antioxidante e desempenho no enraizamento de miniestacas de 15
diferentes gendtipos de erva-mate, bem como avaliar as correlagbes entre os

componentes fitoquimicos e o potencial rizogénico dos propagulos vegetativos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Os gendtipos avaliados no presente estudo, com excegdo da BRS BLD
Aupaba, sédo originados de um programa de melhoramento genético da Embrapa
Florestas, com base em um teste de procedéncias e progénies de meio-irmaos
estabelecido na cidade de lvai-Parana, Brasil. A selecado foi baseada em critérios
relacionados a produtividade e composicdo quimica das plantas a campo. Os
gendtipos estudados foram denominados EC20, EC21, EC24, EC26, EC27, EC28,
EC31, EC38, EC44, EC45, EC48, EC50, EC53, EC54 e BRS BLD Aupaba (a partir
de agora referido como BRS), sendo este ultimo, uma cultivar comercial de erva-

mate usada como referéncia (WENDLING et al., 2017). As plantas parentais (arvores
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de 10 anos) foram propagadas por estaquia convencional conforme descrito por
Bitencourt et al. (2009). As estacas enraizadas dos gendtipos selecionados foram
transplantadas em junho de 2017 e mantidas como minicepas em um minijardim
clonal para a coleta periédica de brotagdes. As minicepas foram cultivadas em
condigdes de casa de vegetagao (temperaturas minimas e maximas de 13°C e 37°C,
respectivamente, com uma meédia de 25,3°C e umidade relativa do ar 285%) na
cidade de Colombo, Parana, Brasil (25° 20'S e 49° 14'W, 950m acima do nivel do
mar). Segundo a classificagdo de Koppen, o clima da regido é temperado, tipo Cfb.
As plantas foram cultivadas a uma densidade de 44 minicepas por metro
quadrado (espacamento de 15 cm x 15 cm) sob sistema semi-hidropdnico em
canaletdo com areia lavada (WENDLING et al., 2007) (Figura 1A). A fertilizacdo das
minicepas foi realizada por solugdo nutritiva: N-NO3 (156,0 mg L"), N-NO4* (50,0 mg
L"), P (25,0 mg L"), K* (200,0 mg L"), Ca?* (200,0 mg L"), Mg?* (45,0 mg L"), S
(76,9 mg L"), B (1,5 mg L"), Cu?* (0,1 mg L"), Fe?* (5,0 mg L"), Mn?* (1,0 mg L"),
Zn?* (0,7 mg L"), Mo* (0,07 mg L), fornecida via sistema de fertirrigacdo por
gotejamento, trés vezes ao dia em uma vazao total de 5 L m de acordo com as

recomendagdes de Wendling; Santin (2015).

3.2.2 Avaliacao do enraizamento das miniestacas

A partir das brotagdes das minicepas, foi realizada a coleta do material
vegetal em abril de 2019 (outono). As miniestacas foram preparadas com
comprimento médio de 5 cm (x1 cm), com corte em bisel na porgéao basal e reto no
apice, mantendo-se um par de folhas na porgéo apical (Figura 1B). As miniestacas
foram acondicionadas em caixa de isopor com agua para evitar a desidratacao.
Imediatamente antes do plantio, estas foram retiradas da caixa de isopor e tiveram
suas bases (cerca de um tergo do comprimento do caule) imersas por 10 segundos
em solugédo hidroalcdolica (50% v/v) de acido indol butirico (IBA - Merck®), na
concentragdo de 3000 mg L', conforme recomendada na literatura (WENDLING e
SANTIN, 2015).

Apos o tratamento com IBA, as miniestacas foram plantadas em tubetes de
polipropileno com 55 cm3, preenchidos com substrato comercial a base de turfa de
esfagno, vermiculita expandida, casca de arroz carbonizada, calcario dolomitico,

gesso agricola, fertilizante NPK e micronutrientes, sendo este pré-umedecido antes
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do uso. As caracteristicas quimicas e fisicas informados pelo fabricante sdo as
seguintes: pH 5,0; condutividade elétrica 0,6 (mS cm™'); umidade maxima 55% (p/p);
densidade de 150 kg m™ e capacidade de retengdo de agua -140% (w /w).

Apds o plantio, as miniestacas foram mantidas em casa de vegetacédo (85%
de umidade relativa e temperatura de 20 a 30°C) com nebulizagc&do intermitente
(Figura 1C). Apos 120 dias do plantio (WENDLING e SANTIN, 2015), foram
avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de enraizamento (porcentagem de
miniestacas com raizes de pelo menos 1 mm de comprimento), niumero médio de
raizes por miniestaca; comprimento médio das trés maiores raizes por miniestaca
(cm); porcentagem de calogénese (miniestacas ndo enraizadas com a presencga de
massa de células indiferenciada na base); porcentagem de miniestacas que
apresentaram calos e raizes, porcentagem de miniestacas vivas (miniestacas sem
raizes nem calos, mas sem tecido necrético); porcentagem de retencao foliar
(miniestacas que mantiveram as folhas originais até o momento da avaliagao),
porcentagem de brotagdes desenvolvidas e porcentagem de mortalidade
(miniestacas necrosadas). O experimento foi organizado em um delineamento
inteiramente casualizado, com 15 tratamentos (gendtipos), 4 repeticdes e 10

miniestacas por parcela.

FIGURA 1 — MINICEPAS DE llex paraguariensis EM MINIJARDIM CLONAL SOB SITEMA SEMI-
HIDROPONICO (A), PADRAO DE MINIESTACA UTILIZADA (B), LEITO DE ENRAIZAMENTO EM
CASA DE VEGETACAO COM NEBULIZACAO INTERMITNTE (C).

FONTE: O autor (2021).

3.2.3 Preparagao de extrato aquoso de erva-mate para analises quimicas

A partir das miniestacas coletadas para o experimento de enraizamento,
subamostras de cada parcela (x 25 miniestacas, incluindo as folhas) foram retiradas

para preparar o extrato aquoso usado para a caracterizagao fitoquimica e atividade
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antioxidante. A quantidade total de material vegetal foi seca em forno micro-ondas
por aproximadamente cinco minutos (1000- W, 2.450 MHz) e, posteriormente,
triturada em moedor de laboratério (classificado como moagem fina - peneira 0,25
mm), e armazenado no freezer (-20°C) até a extragao (TOMASI, 2020).

Para preparar o extrato aquoso, 0,1 g do material vegetal foi colocado em
microtubo e acrescidos 2 mL de agua ultrapura. A solucdo foi agitada em vortex por
30 s e incubada por 1 h, a 60°C e 450 rpm usando um equipamento Thermomixer®.
Os extratos aquosos foram filtrados em um Filtro de 0,22 ym e usados para
determinar a capacidade antioxidante pelos métodos DPPH(2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e ABTS [2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido)], teores
de fendlicos totais e andlises cromatograficas (cafeina e teobromina). A extracao de
cada parcela foi realizada em triplicata e o valor médio foi usado para analises
estatisticas. O teor de umidade das amostras foi determinado em triplicada, com
secagem em estufa a 105°C até peso constante (Método 920.151 - AOAC, 2000).

3.2.4 Atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e proteinas

A capacidade antioxidante dos extratos aquosos por radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), foi verificada conforme o método descrito por Brand-Williams
et al. (1995) com modificagdes. Uma quantidade de 0,1 mL de extrato aquoso foi
adicionado em 3,9 mL de DPPH diluido em metanol (0,06 mmol L") (ajustada para
absorbancia de 0,5 £ 0,05 nm). A solugao foi mantida no escuro por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds este periodo, a absorbancia foi determinada a 515 nm.

A atividade antioxidante dos extratos via radicais livres ABTS [2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido)] foi verificada pela reagédo de 10 mL de ABTS
(7 mmol L") com 176 yL de persulfato de potassio (140 mmol L') no escuro a
temperatura ambiente durante 16 horas. Uma aliquota de 1 mL dessa solucéo foi
adicionada em 100 mL de tamp&o de acetato de sédio (20 mmol L") e pH 4,5. A
absorbancia foi ajustada para 0,7 = 0,05 nm e 3 mL foram adicionados a 30 uL de
extrato. Apdés 2 horas (no escuro), a absorbancia foi entdo determinada em
espectrofotometro a 734 nm (RE et al., 1999; YIM et al., 2013) com modificagbes
(TOMASI, 2020).

A atividade antioxidante para ambos os métodos foi estimada usando uma

curva analitica Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-acido carboxilico)
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(intervalo de 0-1000 e 0-2500 mg L', para DPPH e ABTS, respectivamente). Os
resultados foram expressos em umol de capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox por grama de amostra seca (umolTEAC g™).

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu conforme descrito por Singleton e Rossi (1965),
com pequenas modificagcbes. Uma aliquota de 0,1 mL de extrato aquoso foi
adicionada em baldo volumétrico, seguido pela adigdo de 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteu e 5 mL de agua destilada. A solugao foi agitada em vortex por 1 minuto e
na sequéncia adicionou-se 2 mL de solugado aquosa de Na2CO3 a 15%. A solugao
foi agitada novamente por 30 segundos e o volume foi ajustado para 10 mL com
agua destilada. A solugédo foi mantida no escuro por 2 horas e posteriormente a
absorbancia foi determinada em espectrofotobmetro a 760 nm. A curva padrao foi
obtida com acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdico) entre as concentracdes de
0,25 e 10 mg L' e os resultado expressos em mg equivalentes ao acido galico por
grama de amostra seca (MgEAG g ).

O teor de proteina total foi determinado pelo método convencional Kjeldahl
(digestao, destilacdo e titulagdo) (AOAC, 2016) sendo o conteudo de proteina
determinado multiplicando o teor de nitrogénio total pelo fator 6,25 (fator universal).
Os resultados foram expressos como mg de proteina por grama de tecido vegetal

seco (mg g).

3.2.5 Avaliacao do conteudo de cafeina e teobromina por cromatografia liquida

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatografo liquido
Shimadzu® (UFLC), controlado pelo Software LC Solution e equipado com injetor
automatico e detector de UV (SPD-20A). Para a separagdo 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®. O volume de
injecao foi de 20 uL do extrato aquoso (TOMASI, 2020).

A separagao dos compostos no extrato aquoso foi realizada a 30°C com
uma taxa de fluxo de 0,5 mL min-'. As fases mdveis consistiram em um gradiente de
eluicdo de agua e acido acético (Alphatec®) (99,9: 0,1 v/v, solvente A) e acetonitrila
(100%, solvente B). O programa de eluigdo de gradiente foi: 0-15 minutos (3% B),
15-20 minutos (3-20% B), 20-40 minutos (20% B), 40-45 minutos (20-30% B), 45-55
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minutos (30-100% B), 55-5 minutos (100% B), 75-80 minutos (100-3% B) e 80-95
minutos (3% B). O comprimento de onda para compostos a detecgéo foi fixada em
280 nm.

A quantificagdo dos compostos cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e teobromina
(3,7-dimetilxantina) foi realizada a partir de curvas analiticas obtidas com padrdes da
Sigma® para cafeina (R2 = 0,9933), e teobromina (R? = 0,9827). Os resultados foram

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

3.2.6 Analise estatistica

As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett (p < 0,05). As variaveis cujas variancias se mostraram homogéneas
foram submetidas a anadlise de variancia (p < 0,01 e p < 0,05) e as que
apresentaram diferencas significativas pelo teste de F tiveram suas médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott. A porcentagem de miniestacas vivas e
porcentagem de mortalidade ndo atenderam aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade de variancias e foram, portanto, transformadas pela equacao Log10
(x + 10) para prosseguir com a analise de variancia. Correlagdes de Pearson foram

realizadas.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Desempenho da Miniestaquia

Diferencas significativas foram observadas entre os genétipos para todas as
variaveis relacionadas ao enraizamento, sobrevivéncia e brotagcdo das miniestacas.
As miniestacas do gendtipo EC24 apresentaram a maior porcentagem média de
enraizamento (72,5%), nao diferindo significativamente de BRS, EC21, EC54, EC20,
EC27 e EC45 (Tabela 1).

Quanto ao numero médio de raizes por miniestaca, verificaram-se
diferencas de até 10 vezes entre os gendtipos. EC24, BRS, EC21, EC54, EC20,
EC45, EC31 e EC48 tiveram maior numero de raizes por miniestaca (médias

variando de 5,0 a 7,26) quando comparados com os demais gendétipos. Tendéncia
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similar foi observada para o comprimento médio das raizes, com excecao de EC48,
que apresentou raizes relativamente curtas (média 0,96 cm) (Tabela 1).

O gendtipo EC21 nao apresentou miniestacas somente com calos, mas
apresentou 30% dos propagulos com calos e raizes simultaneamente, n&o diferindo
de EC24, BRS, EC21, EC54, EC27 e ECA45, e todos sendo superiores aos demais
genotipos para esta ultima variavel. EC50 n&o apresentou miniestacas com
formacao simultdnea de raizes e calos. Para miniestacas apenas com calos, EC24,
BRS, EC20, EC31 e EC44 apresentaram os menores valores, nao diferindo entre si.
Em relagdo as porcentagens de brotagcéo, todos os gendtipos néo atingiram mais de
10% (dados nao mostrados), sem diferengas claras entre os diferentes materiais
genéticos (Tabela 1).

A maioria dos gendtipos com as maiores porcentagens de enraizamento
apresentaram menores porcentagens de miniestacas vivas (miniestacas sem raizes
nem calos, mas sem tecido necroético), exceto para EC27 e EC20, que apresentaram
porcentagens relativamente altas de enraizamento e miniestacas vivas. Quanto as
taxas de mortalidade, EC24 n&o apresentou miniestacas mortas. EC54, EC20,
EC27, EC45 e EC28 tiveram taxas de mortalidade mais baixas do que os demais,
variando de 10 a 15% e néo diferindo entre si (Tabela 1).

Os gendtipos que apresentaram as menores porcentagens de enraizamento
(EC53, EC28, EC38, EC31, EC26, EC48, EC50, EC44) também apresentaram os
menores percentuais de retengdo foliar (miniestacas que mantiveram as folhas
originais no periodo de 120 dias), exceto EC53 e EC28, que tiveram porcentagens
de enraizamento relativamente baixas (30 e 20%, respectivamente) e altas taxas de
retencdo de foliar (ambos com 70%). EC31 e EC26 apresentaram os menores
percentuais de retencado foliar entre todos os gendtipos avaliados (12,5 e 20%,

respectivamente) (Tabela 1).
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TABELA 1 — PORCENTAGEM DE MINIESTACAS COM RAIZES (R), NUMERO MEDIO DE RAIZES
POR MINIESTACA (NR), COMPRIMENTO MEDIO DE RAIZES POR MINIESTACA (CMR),
PORCENTAGEM DE MINIESTACAS COM CALOS E SEM RAIZES (C), PORCENTAGEM DE
MINIESTACAS COM CALOS E RAIZES (CR), PORCENTAGEM DE MINIESTACAS VIVAS (V),
PORCENTAGEM DE MINIESTACAS MORTAS (M) E PORCENTAGEM DE RETENCAO FOLIAR
(RF) DE 15 GENOTIPOS (GEN.) DE llex Paraguariensis APOS 120 DIAS EM CASA DE
VEGETACAO (2019).

Gen. R NR CMR C CR Y M RF
(%) (cm) (%) (%) (%) (%) (%)
EC24 7250a 6,/4a 404a 2000b 5250a  7,50b - 97,50 a
BRS* 6000a 6,11a 282a 7,50b 3250a 500b 2750a 7250a
EC21 6000a 726a 288a - 30,00a  10,00b  30,00a 6250a

EC54 50,00a 6,37a 325a 37,50 a 37,50 a 250b 10,00 b 85,00 a
EC20 4750a 564a 226a 20,00 b 17,50 b 22,50 a 10,00 b 87,50 a
EC27 4250a 260b 085b 30,0 a 25,00 a 17,50 a 10,00 b 52,50 b
EC45 4250a 426a 4,00a 42,50 a 27,50 a 250b 12,50 b 77,50 a
EC53 30,00b 2,73b 0,85b 32,50 a 17,50 b 15,00 a 22,50 a 70,00 a
EC28 20,00b 2,67b 1,57 b 62,50 a 20,00 b 250b 15,00 b 70,00 a
EC38 1750b 1,13b 0,75b 40,00 a 10,00 b 10,00 a 32,50 a 37,50 b
EC31 1750b 6,08a 29 a 10,00 b 7,50 b 7,50 b 65,00 a 12,50 ¢
EC26 10,00b 2,00b 2,05b 12,50 b 7,50 b 32,50 a 45,00 a 20,00 ¢
EC48 10,00b 500a 09b 47,50 a 5,00 b 15,00 a 27,50 a 55,00 b

EC50 500b 063b 032b 35,00 a - 12,50 a 47,50 a 45,00 b
EC44 500b 0,75b 1,46 b 15,00 b 5,00 b 25,00 a 55,00 a 37,50 b
Média 32,66 2,64 2,07 27,50 19,67 12,50 27,33 58,84

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade (Anexo 1). *BRS= BRS BLD Aupaba

3.3.2 Composigao quimica

Os gendtipos EC20, EC50, EC45, EC44 e EC31 apresentaram os maiores
teores de compostos fendlicos totais (até 111,5 mg g7'), ndo diferindo
significativamente entre os mesmos. Ja os menores teores foram observados nos
gendtipos BRS, EC24 e EC27 (Tabela 2).

A atividade antioxidante medida pelo método ABTS apresentou variagao de
1550,29 a 2790,41 ymolTEAC g', embora nenhuma diferenga significativa tenha
sido observada entre os gendtipos. Por outro lado, a atividade antioxidante avaliada
pelo método DPPH foi significativamente afetada pelos genotipos. Os gendtipos
BRS, EC24, EC54, EC27, EC53, EC28 e EC38 apresentaram as menores
capacidades antioxidante, ndo diferindo entre si (Tabela 2).

O gendtipo EC31 apresentou resultado superior a todos os demais para as

variaveis proteina e cafeina (194,01 e 28,26 mg g, respectivamente), seguido por
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EC27 (156,84 e 21,29 mg g™ proteina e cafeina, respectivamente), que ndo diferiu
de EC50 para proteinas. O gendtipo BRS, por outro lado, apresentou o menor teor
de proteina (125,02 mg g') e também o menor teor de cafeina, embora nao seja
significativamente diferente de EC28 nessa variavel. O menor valor para teobromina
foi obtido pelo gendtipo EC26 (1,43 mg g') enquanto o maior pelo
EC44 (5,89 mg g™).

TABELA 2 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TP), CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (METODOS
ABTS E DPPH) E TEORES DE PROTEINAS, CAFEINA E TEOBROMINA EM MINIESTACAS DE
DIFERENTES GENOTIPOS DE llex paraguariensis.

fo: TP ABTS DPPH Proteina Cafeina Teobromina
Genétipo A A - A A -
(mgg™) (umol g ') (umol g ') mgg mgg mgg
EC24 73,98 ¢ 1638,79 a 717,03 b 143,70d 11,47 g 210f
BRS* 78,96 ¢ 1800,19 a 709,15 b 125,02 f 13,14 f 1,87 f
EC21 90,88 b 2053,44 a 881,94 a 143,26 d 11,68 g 1,79 f
EC54 88,99 b 1550,29 a 685,93 b 131,27 e 13,90 e 3,29 e
EC20 111,50 a 1835,31 a 841,69 a 131,48 e 16,71 d 1,84 f
EC27 83,47 c 1625,87 a 738,18 b 156,84 b 21,29 b 3,83d
EC45 102,38 a 2027,77 a 881,48 a 148,44 c 20,12 ¢ 1,99 f
EC53 95,67 b 224355 a 698,44 b 140,98 d 14,40 e 3,16 e
EC28 90,67 b 1981,66 a 692,80 b 142,48 d 12,88 f 3,17 e
EC38 96,16 b 1879,26 a 594,00 b 149,10 ¢ 17,39d 3,15 e
EC31 109,98 a 2513,13 a 890,86 a 194,01 a 28,26 a 451¢c
EC26 91,97 b 1903,85 a 812,43 a 139,41d 14,17 e 1,43 g
EC48 95,16 b 2067,22 a 834,19 a 147,56 ¢ 19,70 ¢ 3,26 e
EC50 108,65 a 2790,41 a 811,10 a 152,81 b 14,17 e 525b
EC44 106,41 a 2001,66 a 856,67 a 139,01d 14,08 e 5,89 a
Média 94,99 1994,16 776,39 145,69 16,23 3,13

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade (Anexo 2). *BRS= BRS BLD Aupaba.

3.3.3 Analise de correlagao

Correlacéo positiva significativa (0,93 P<0,01) foi observada entre a
porcentagems de enraizamento de miniestacas de erva-mate e a porcentagem de
formagdo de calos e raizes simultaneamente. A porcentagem de enraizamento
também foi positivamente correlacionada com o numero de raizes, comprimento de
raizes e porcentagem de retencéao foliar. A variavel enraizamento foi negativamente
correlacionada com a porcentagem de mortalidade, compostos fendlicos totais,

atividade antioxidante pelo método ABTS e teor de teobromina (Tabela 3).



51

TABELA 3 - COEFICIENTES DE CORRELACAQ DE PERSON ENTRE VARIAVEIS
RELACIONADAS AO ENRAIZAMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DE MINIESTACAS DE 15
GENOTIPOS DE llex paraguariensis.

ENR NR CMR M CR RF TP AB DP P Th Cf
ENR 1
NR 0.75** 1
CMR 0.68** 0.75* 1
M -0.69** ns ns 1
CR 0.93* 0.75** 0.71** -0.75** 1
RF 0.75* ns ns -0.88**  0.76** 1
TP  -0.59* ns ns 0.55* -0.73* ns 1
AB -0.58* ns ns 0.68** -0.66** ns 0.65* 1
DP ns ns ns ns ns ns 0.55* ns 1
P ns ns ns ns ns -0.60* ns 054* ns 1
Th -0.61* -0.52* ns 0.54* -0.53* ns ns ns ns ns 1
Cf ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.80* ns 1

ENR = enraizamento (%); NR = numero de raizes por miniestaca; CMR = comprimento médio das
raizes por miniestaca (cm); M = miniestacas mortas (%); CR = miniestacas com calos e raizes (%);
RF = retencdo de folhas (%); TP = compostos fendlicos totais (g g'); AB = atividade antioxidante
ABTS (g g'); DP = atividade antioxidante DPPH (g g'); P = conteido de proteina (mg g'); Th =
teobromina (g g); Cf = cafeina (g g'). ns: ndo significativo. ** Significativo ao nivel de probabilidade
de 1%; * Significativo ao nivel de probabilidade de 5%.

O numero médio de raizes por miniestaca foi positivamente correlacionado
com o comprimento de raizes e a porcentagem de miniestacas com calos e raizes,
por outro lado, apresentou correlagado negativa com a variavel teobromina. Os teores
de teobromina foram negativamente correlacionados com uma série de variaveis
relacionadas ao enraizamento e positivamente correlacionados com a mortalidade
de miniestacas. A porcentagem de mortalidade também foi positivamente
correlacionada com compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método
ABTS.

Em relacdo a retencao foliar, essa foi positivamente correlacionada com
miniestacas que apresentaram raizes e calos simultaneamente, bem como com a
porcentagem de enraizamento. Por outro lado, foi verificada uma correlagédo
negativa da retencéo foliar com as variaveis mortalidade e conteudo de proteina. Os
teores de proteina apresentaram correlagao positiva com os teores de cafeina das
miniestacas de erva-mate.

Os fendlicos totais, além da correlagdo negativa mencionada acima com o
enraizamento das miniestacas, apresentaram correlacao positiva com a atividade

antioxidante avaliada pelos métodos ABTS e DPPH.
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3.4 DISCUSSAO

De acordo com a anadlise de variancia, verificou-se diferenca significativa
para todas as variaveis da avaliagdo de enraizamento, evidenciando uma grande
variabilidade da capacidade rizogénica dos genotipos estudados. Tal informagéo é
de grande importancia para a propagacgao vegetativa comercial da espécie, uma vez
que a exigéncia de cada gendtipo pode demandar por metodologia especifica para o
sucesso da indugao radicial. Efeitos do gendtipo no enraizamento de miniestacas de
I. paraguariensis foram observados em estudos e fatores como sazonalidade
(melhor enraizamento no verao, outono ou inverno, dependendo do genétipo), tipos
de miniestacas utilizados e uso de reguladores vegetais (até 3000 mg L' IBA) foram
apontados como estratégias potenciais para aqueles que apresentam menor
potencial rizogénico, uma vez que os gendtipos respondem de forma diferente aos
estimulos ambientais (WENDLING e SANTIN, 2015; PIMENTEI et al., 2019; MAYER
et al., 2020).

Um aspecto que parece estar relacionado aos altos percentuais de
enraizamento € a capacidade das miniestacas de erva-mate manterem suas folhas.
No presente estudo, os genodtipos com a maior porcentagem de enraizamento,
geralmente apresentaram também maiores porcentagens de retencéao foliar, relagéo
que foi confirmada pela correlacdo positiva observada entre essas duas variaveis.
As manutencdo das folhas é frequentemente associada com a capacidade de
estacas acumularem carboidratos durante o periodo de enraizamento, bem como a
producdo de auxinas enddgenas e cofatores de enraizamento (HARTMANN et al.,
2011; BELNIAKI et al., 2018; GOMES et al., 2018).

Em um estudo qualitativo, Pimentel et al. (2020) relataram que miniestacas
de gendtipos de erva-mate que apresentam pequenas quantidades de carboidratos
(amido) tendem a apresentar baixo desempenho de enraizamento. Em um estudo
anterior com estacas convencionais de [I. paraguariensis, Tarrago et al. (2005)
também observaram uma alta correlagao positiva entre retencao foliar e capacidade
de enraizamento. O presente estudo reforca esse conceito para a clonagem da
espécie, pois mostramos que a retengao foliar também €& importante para propagulos
mais rejuvenescidos (miniestacas) e ndo apenas para estacas convencionais.

Embora exista diferenca entre a iniciacdo e o crescimento da raiz, no

presente estudo os genotipos que apresentaram o0s maiores percentuais de
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enraizamento também apresentaram maior numero e comprimento de raizes,
conforme evidenciado pelas correlagdes positivas entre essas variaveis (Tabela 3).
Em geral, quanto maior o numero de raizes, maior é a absorgdo de nutrientes e
agua pelas plantas, resultando em melhores taxas de crescimento (NAVROSKI et
al., 2016) e melhores taxas de sobrevivéncia apds o transplantio (TSAKALDIMI et
al., 2013). O comprimento das raizes variou de 0,32 a 4,0 cm no presente estudo,
com valores semelhantes aos relatados por Sa et al. (2018) em estudo com
miniestacas de |. paraguariensis.

A porcentagem de miniestacas com calos variou de 0 a 62,5% e néo
apresentou relagdo clara com o enraizamento ou mortalidade das miniestacas. Por
outro lado, a porcentagem de miniestacas com calos e raizes apresentou correlagao
positiva com a porcentagem de enraizamento, numero e comprimento de raizes. De
acordo com Fachinello et al. (2005), os processos de calogénese e formacao de
raizes adventicias sdo geralmente influenciados pelos mesmos fatores, podendo
ocorrer simultaneamente sem, no entanto, haver uma relagao direta.

Resultados obtidos por Stuepp et al. (2017) suportam que I. paraguariensis
apresenta rizogénese direta, ou seja, a formacdo de raizes se da sem a
dependéncia da formagéo de calos anteriormente. Além disso, os autores afirmam
que a formacgado de calos € prejudicial ao enraizamento da espécie. Porém, no
presente estudo, a formacdo de calos ndo pareceu ser prejudicial para o
enraizamento e, para os genotipos EC28 e EC44, todas as miniestacas enraizados
também apresentaram formacéao de calos. Por outro lado, para os gendétipos EC20 e
EC50, respectivamente 64 e 100% das miniestacas enraizadas nao apresentaram
rizogénese precedido pela formacao de calos. Portanto, pode ser inferido que a
rizogénese direta ou indireta € dependente do gendtipo em I. paraguariensis.

Considerando o longo tempo de permanéncia das miniestacas em casa de
vegetacao, foi observada porcentagem relativamente elevada de miniestacas vivas
(ndo enraizadas e sem calos) em alguns gendtipos (até 32,5%). Wendling e Santin
(2015) afirmam que 120 dias em casa de vegetacdo € o periodo maximo
recomendado para miniestacas de I. paraguariensis devido a aspectos econémicos.
Miniestacas vivas, juntamente com a porcentagem relativamente alta de miniestacas
ndo enraizadas e com calos (até 62,5%), evidencia que a mortalidade (geralmente
relacionada a desidratagdo de miniestacas herbaceas), ndo foi o principal motivo

para a falta de enraizamento em alguns gendtipos de I. paraguariensis. Portanto,



54

estimulos ambientais como reguladores vegetais em concentragbes superiores as
utilizadas no presente estudo (3000 mg L' de IBA) podem ser uma estratégia para
aumentar a porcentagem de enraizamento em genoétipos com menor potencial
rizogénico e maior mortalidade. Sa et al. (2018) relataram aumentos nas
porcentagens de enraizamento de miniestacas de erva-mate com o uso de acido
indol butirico até a concentragdo de 8000 mg L.

A mortalidade, entretanto, foi um problema para alguns gendtipos como
EC31, que apresentou até 65% das miniestacas com tecidos necréticos apos 120
dias em casa de vegetacdo. Devido os resultados interessantes sobre atributos
quimicos (principalmente alto teor de cafeina, proteinas e compostos fendlicos
totais) e capacidade antioxidante (DPPH), novas estratégias para melhorar a
sobrevivéncia de miniestacas desse genotipo sdo necessarias. Aspectos ambientais
como umidade relativa, caracteristicas quimicas e fisicas do substrato utilizado e
efeitos de sazonalidade na coleta dos propagulos, sao alguns dos fatores que
podem estar relacionados a sobrevivéncia e ao enraizamento adventicio
(HARTMANN et al., 2011).

O presente estudo € o primeiro relato da composig¢ao fitoquimica de 15
diferentes gendtipos de erva-mate usando miniestacas, incluindo BRS, que foi
previamente estudado apenas em relagdo a composi¢cao elementar e desempenho
agrondmico (WENDLING et al., 2017; BARBOSA et al., 2018). Grande variagéo foi
observada entre os genotipos; portanto, diferentes aplicagdes industriais podem ser
adequadas para cada gendtipo com base em suas caracteristicas distintas e seu
desempenho a campo, o qual ainda esta por ser estudado e pode diferir daqueles
observados em condi¢cdes de casa de vegetacao.

Para os compostos fendlicos totais, os teores variaram de 7,4% (74 mg g') a
11,2%. Esses conteudos sdo semelhantes aos relatados por Cardozo Junior et al.
(2007), ao avaliarem 16 progénies de erva-mate de diferentes localidades do sul do
Brasil (valores que variam de 7,9 a 9,6%). Curiosamente, os conteudos fendlicos
totais dos gendtipos avaliados no presente estudo foram superiores aos relatados
por Souza et al. (2011), que avaliaram amostras de chas comerciais de erva-mate e
relataram teores fendlicos totais de até 6,9%. Vale ressaltar que além dos fatores
genéticos, varios fatores ambientais influenciam o conteudo dos compostos
(sazonalidade, temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes, radiacéao) (VERMA

et al., 2015; CROGE et al., 2020), bem como o estadio de desenvolvimento foliar
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(BLUM-SILVA et al., 2015). No entanto, como o presente experimento foi conduzido
nas mesmas condigdes, a variagdo no conteudo de metabdlitos secundarios e no
desempenho de enraizamento encontrada entre os genoétipos € provavelmente
atribuida em maior grau aos seus componentes genéticos.

Em relagdo a capacidade antioxidante, foram observadas algumas
diferengas entre os dois métodos. Os gendtipos ndo variaram estatisticamente de
acordo com o ensaio ABTS, mas dois grupos foram distintos com o uso do DPPH.
As diferengas entre esses métodos tém sido discutidas na literatura cientifica e sao
atribuidas principalmente a menor reatividade do radical DPPH e as diferentes
reagdes com compostos especificos em extratos vegetais (ZHAO et al., 2008;
MARECEK et al., 2017).

De modo semelhante ao presente trabalho, um estudo avaliando ensaios
antioxidantes em extratos de 12 espécies com diferentes teores de compostos
fendlicos, concluiu que o ABTS foi, em média, o método menos sensivel (Chaves et
al., 2020). E conveniente enfatizar, entretanto, que os métodos ABTS e DPPH
apresentaram correlagao positiva com os compostos fendlicos totais, reforcando o
fato de que os compostos fendlicos atuam de forma protetora contra o estresse
oxidativo tanto por sua capacidade de doar hidrogénio ou elétrons, quanto por serem
radicais intermediarios estaveis (CHAVES et al., 2020). Correlagao positiva entre
esta classe de compostos e a capacidade antioxidante, também foi observada por
Duarte et al. (2020) para genotipos de erva-mate.

Os teores de proteina do presente estudo variaram de 12,5 a 19%,
superiores aos relatados por Braghini et al. (2014), os quais obtiveram teores
maximos de 11,83% ao avaliarem cinco marcas comerciais de erva-mate. Chiesa et
al. (2012) avaliaram o efeito da adi¢ao de folhas de erva-mate as barras de cereais e
concluiram que a espécie tem potencial para atender as exigéncias do mercado,
fornecendo produtos com maiores teores de proteina vegetal.

Em relagao a cafeina, os teores relatados no presente estudo sao superiores
aos descritos por Braghini et al. (2014) (2,45%) para diferentes marcas de cha de
erva-mate e por Cardozo Junior et al. (2007), ao avaliarem folhas de 16 progénies
de erva-mate (até 1,66%).

E importante ressaltar que nos estudos acima, os autores utilizaram apenas
folhas para as analises e no presente estudo foram utilizadas miniestacas (ramos e

folhas). Comparados aos valores relatados na literatura, verifica-se que os gendtipos
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avaliados no presente estudo apresentam alto potencial estimulante, propriedade
interessante para a industria farmacologica.

Entre os gendtipos avaliados, EC31 é o que apresenta maiores valores para
um conjunto de variaveis quimicas (fendlicos totais, atividade antioxidante DPPH,
proteinas e conteudo de cafeina). Plantas com altos teores de compostos fendlicos e
cafeina sdo vantajosas para a industria do cha-mate, uma vez que esses compostos
sdo responsaveis pelas propriedades antioxidantes, sabor e propriedades
estimulantes (BASTOS et al., 2006), proporcionando consecutivamente maior valor
agregado ao produto final.

Quanto a relagcao entre as variaveis relacionadas ao enraizamento e as
caracteristicas quimicas, houve correlagbes negativas entre a porcentagem de
enraizamento e os compostos fendlicos totais (-0,59 p<0,05) e atividade antioxidante
ABTS (-0,58, p<0,05). Essas correlagdes sao possivelmente justificadas pela
predominancia de monofendis em alguns genoétipos de erva-mate, uma vez que
esses atuam no estimulo a degradagao do acido indol acético (IAA), aumentando a
atividade da enzima |IAA-oxidase (MUSACCHI, 1994; LIMA et al., 2011).

Embora altos niveis de compostos fendlicos na erva-mate comercial sejam
desejaveis para aplicagdes industriais, no presente estudo os teores desses
compostos apresentaram correlagdo positiva significativa com a mortalidade de
miniestacas (0,55 p <0,05). Casagrande Junior et al. (1999) hipotetizam que a
oxidacdo de compostos fendlicos promove maior mortalidade em estacas caulinares.
Nesse sentido, Tarragé et al. (2012), relataram que altos niveis de fendlicos soluveis
em plantas parentais de erva-mate afetam negativamente o enraizamento de
estacas ndo rejuvenescidas devido aos produtos da oxidagdo, causando
escurecimento e morte dos propagulos. No entanto, como os compostos fendlicos
s&o uma classe tdo diversa de produtos naturais, analises mais direcionadas (em
tipos especificos de compostos fendlicos) serdo necessarias para estabelecer uma
explicacao precisa sobre os efeitos negativos no enraizamento.

Dada a diversidade de respostas dos gendtipos quanto a porcentagem de
enraizamento e composigdo quimica, protocolos de propagacdo vegetativa
especificos precisardo ser desenvolvidos para cada gendtipo, especialmente para
aqueles que apresentam altos niveis de compostos fitoquimicos com potencial para

industrias farmacéuticas e de cha, considerando que o perfil quimico permanecera
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estavel sob condicbes de campo, caracteristicas que ainda precisam ser
confirmadas em estudos futuros.

Ressaltamos que o presente estudo avaliou o enraizamento e o perfil
quimico em apenas uma estagdo do ano (outono), que foi anteriormente relatada
como a mais favoravel para o enraizamento de estacas de erva-mate (STUEPP et
al., 2017). Um outro relato cientifico de Sa et al. (2018) apontou que a primavera
pode ser a estagdo mais favoravel para a coleta de propagulos vegetativos da erva-
mate, enquanto Pimentel et al. (2017) ndo relataram diferengas significativas entre
as diferentes estagbes do ano para a sobrevivéncia dos propagulos. Essa variagao
pode ser explicada pelo efeito dependente do gendtipo, conforme apontado por
Mayer et al. (2020) e precisa ser abordada em estudos futuros para os genétipos

descritos no presente estudo.

3.5 CONCLUSOES

O enraizamento adventicio e o perfil fitoquimico de miniestacas de erva-
mate sao dependentes do gendtipo.

A retencao foliar € um fator relevante no enraizamento de miniestacas de
erva-mate e os teores de compostos fendlicos totais, antioxidantes e teobromina
presentes nas miniestacas sdo componentes negativos para o0 enraizamento
adventicio de llex paraguariensis.

O gendtipo EC31 apresenta altos teores de compostos fendlicos totais,
proteinas, cafeina e alta atividade antioxidante.

Gendtipos como EC50 (altos teores de compostos fendlicos totais, proteinas
e atividade antioxidante) e EC44 (alto conteudo da teobromina) apresentam perfil
quimico interessante, no entanto tém um desempenho de enraizamento

insatisfatorio.
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4 CAPITULO IIl. ENRAIZAMENTO E PRODUTIVIDADE DE MINIESTACAS DE
DIFERENTES GENOTIPOS DE llex paraguariensis A.St.-Hil. NAS DIFERENTES
ESTAGCOES DO ANO

RESUMO

A selecao e multiplicagdo vegetativa de gendtipos de erva-mate vem se mostrando
uma técnica importante, possibilitando a manutencdo de caracteristicas produtivas
desejaveis pela industria, como, por exemplo, plantas com alta produtividade e
composicdo quimica de interesse. Sabe-se, no entanto, que os protocolos de
propagacao vegetativa devem ser estabelecidos para cada espécie ou gendtipo,
buscando-se o0 maximo de eficiéncia em produtividade e qualidade da muda. Nesse
aspecto, a propagagao vegetativa da erva-mate apresenta ainda algumas limitagdes
quanto ao estabelecimento de um protocolo eficiente para alguns gendtipos, tanto
para o enraizamento quanto para a produtividade dos propagulos. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar o potencial rizogénico de 15 gendtipos de erva-mate por
miniestaquia em diferentes épocas de coleta e com a aplicacdo de diferentes
concentragbes de acido indol butirico (IBA), bem como a produtividade das
minicepas. Para a avaliagdo do enraizamento, foram utilizadas miniestacas de um
minijardim clonal pré-existente. O delineamento experimental foi em sistema fatorial
triplo (15 gendtipos x 4 épocas de coleta x 2 concentragbes de IBA), com 4
repeticdes de 10 miniestacas (5 + 1 cm de comprimento). As bases das miniestacas
foram tratadas com 0 e 3000 mg L' de IBA por 10 segundos de imersdo. Apds 120
dias em casa de vegetacdo, foram avaliados: porcentagem de enraizamento,
numero medio de raizes, comprimento meédio de raizes, miniestacas com calos,
sobrevivéncia, mortalidade, retencao foliar e produtividade das minicepas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. As porcentagens de
enraizamento variaram de 0,0% a 90,0%, sendo influenciadas pelo uso de IBA. No
outono houve a maior necessidade de aplicacdo IBA para o enraizamento
adventicio. A aplicacdo de IBA proporcionou um maior numero € comprimento de
raizes para alguns genaétipos e as miniestacas coletadas na primavera apresentaram
0 maior numero de genodtipos com os maiores indices de enraizamento, enquanto
que a maior produtividade de miniestacas m= foi obtida pelo gendtipo EC21 (961,7
miniestacas m?) no verdo e primavera. Conclui-se que a necessidade de aplicagéo
de IBA e a produtividade de miniestacas sao variaveis dependentes do gendtipo e
da estacdo do ano, sendo que o outono € a estagdo com maior necessidade de
aplicagao de IBA para o enraizamento adventicio.

Palavras-chave: Erva-mate. Propagagéo vegetativa. Rizogénese. Sazonalidade.
Acido indol butirico.
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ROOTING AND PRODUCTIVITY OF MINI-CUTTINGS FROM DIFFERENT
GENOTYPES OF llex paraguariensis A.St.-Hil. IN DIFFERENT SEASONS OF
THE YEAR

ABSTRACT

The selection and vegetative propagation of yerba mate genotypes has been an
important technique, allowing the maintenance of characteristics that are desirable
for the industry, such as, for example, plants with high productivity and chemical
composition of interest. It is known, however, that vegetative propagation protocols
must be established for each species or genotype, seeking maximum efficiency in
productivity and propagules quality. In this aspect, the vegetative propagation of
yerba mate still has some limitations regarding the establishment of an efficient
protocol for some genotypes, both for rooting and for propagule productivity. The
objective of this research was to evaluate the rhizogenic potential of mini-cuttings
from 15 yerba mate genotypes at different harvesting times and the application of
indole butyric acid (IBA), as well as the productivity of mini-stumps. To evaluate
rooting, shoots from mini-cuttings from a pre-existing mini-clonal garden were used.
The experimental design was in a three-level factorial scheme (15 genotypes x 4
collection times x 2 IBA systems), with 4 repetitions and experimental units of 10
mini-cuttings (5 £ 1 cm in length), treated with 0 or 3000 mg L' of IBA at their bases,
immersed for 10 second. After 120 days in an acclimatized greenhouse, the
percentage of rooting, average number of roots, average length of roots, percentage
of mini-cuttings with calluses, alive mini-cuttings, mortality, leaf retention and mini-
stumps productivity were assessed. Data were submitted to analysis of variance
using the F test and the means were compared using the Scott-Knott test at a 5%
probability level. Rooting percentages ranged from 0.0% to 90.0% between
treatments, influenced by the use of IBA. In autumn, there was a greater need for IBA
application for adventitious rooting. The application of IBA provided a greater number
and length of roots for some genotypes and mini-cuttings collected in spring
presented the largest number of genotypes with the highest rooting indexes, while
the highest productivity of mini-cuttings m was obtained by the EC21 genotype
(961,7 mini-cuttings m) in summer and spring. It is concluded that the need for
application of IBA and mini-cutting productivity are variables dependent on the
genotype and the season of the year in yerba mate, with autumn being the season
with the greatest need for application of IBA for adventitious rooting.

Keywords: Yerba mate. Vegetative propagation. Rhizogenesis. Seasonality. Indole

butyric acid.
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4.1 INTRODUGCAO

Caracterizada por apresentar uma rica composicao quimica, a erva-mate
(llex paraguariensis A.St.-Hil) dispde de inumeras propriedades bioativas (HECK;
MEJIA, 2007), as quais conferem atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antitumorais, antiobesidades (BRACESCO et al., 2011), hepatoprotetoras (TAMURA
et al., 2013) e antimicrobianas (MARTIN et al., 2013), dentre outras.

Estas caracteristicas colocam a erva-mate em um patamar além do
consumo tradicional (infusdo na forma de chimarrdo e tereré), abrangendo outros
setores da industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (DARTORA et al., 2013).
Desta forma, o crescente interesse pela cultura da erva-mate tem suscitado estudos
objetivando a sele¢cado de materiais genéticos superiores em termos de produtividade
e qualidade (WENDLING et al., 2020).

A selecao de plantas matrizes superiores se refere a uma etapa de grande
importancia, uma vez que estas serdo a base para a qualidade dos futuros plantios
clonais (WENDLING; SANTIN, 2015; STURION et al., 2017). Sendo assim, na fase
de selecdo de matrizes, torna-se fundamental levar em consideragdo alguns
aspectos basicos, como por exemplo a produtividade e resisténcia a pragas e
doengas, bem como outros aspectos mais especificos, como produtividade de folhas
e galhos finos, tamanho de folha, sabor, composicdo quimica e capacidade de
enraizamento (WENDLING; SANTIN, 2015).

Dentre os fatores mencionados, a capacidade de enraizamento dos
propagulos das plantas matrizes selecionadas € uma caracteristica de suma
importancia, uma vez que a estaquia e a miniestaquia sao os principais métodos
para a clonagem da erva-mate (SANTIN et al., 2015). Todavia, o éxito do
enraizamento e a qualidade das mudas podem ser altamente condicionados ao
material genético que se deseja multiplicar (KRATZ et al. 2015; SANTIN et al. 2015;
DUARTE et al. 2019).

Desta forma, na selecédo de plantas matrizes, devem ser levadas em conta a
sua capacidade de enraizamento adventicio, que por sua vez, pode ser influenciada
por inumeros fatores, como genotipos, épocas de coleta dos propagulos, condigao
fisiolégica e juvenilidade da planta-mae e dos propagulos, tipo de estaca, aplicagéao
exodgena de reguladores vegetais, dentre outros (WENDLING; SANTIN, 2015).
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Sendo assim, na sequéncia em que o0s gendtipos de interesse sé&o
selecionados pelas suas caracteristicas desejadas, tornam-se necessarios estudos
de protocolos de propagacéao especificos para esses materiais genéticos. Com base
nisso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade rizogénica de 15
genotipos de erva-mate propagados por miniestacas coletadas em diferentes épocas
do ano, tratadas ou ndo com acido indol butirico, avaliando ainda a produtividade de

miniestacas/minicepa.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal e condi¢bes de crescimento

Os gendtipos avaliados no presente estudo, com exce¢cdao de BRS BLD
Aupaba, foram originados de um programa de melhoramento seletivo (plantas-méae
estabelecidas a partir de um teste de procedéncias e progénies de meio-irméaos)
realizado na cidade de lvai-PR, Brasil, sendo a selecdo baseada em critérios
relacionados a produtividade e composi¢ao quimica das plantas a campo.

Os gendtipos estudados foram denominados EC21, EC26, EC27, ECA45,
EC48, EC54, EC24, EC20, EC28, EC53, EC50, EC44, EC38 e EC31. O gendtipo
BRS BLD Aupaba, trata-se de uma cultivar comercial de erva-mate usada como
referéncia (WENDLING et al., 2017).

As plantas parentais (arvores de 10 anos de idade) foram propagadas por
estaquia convencional conforme descrito por Bitencourt et al. (2009). As estacas
enraizadas dos gendtipos selecionados foram transplantadas em junho de 2017 e
mantidas como minicepas em um minijardim clonal para a coleta periddica de
brotagées. As minicepas foram cultivadas em condi¢bes de estufa agricola, na
cidade de Colombo-PR Brasil (25° 20'S e 49° 14'W, 950m acima do nivel do mar).
Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regiao é temperado, tipo Cfb.

As plantas foram cultivadas a uma densidade de 44 minicepas por metro
quadrado (espacamento de 15 cm x 15 cm) sob sistema semi-hidropdnico em
canaletdo com areia lavada (Wendling et al., 2007). A fertilizacdo das minicepas foi
realizada por solugdo nutritiva: N-NOs™ (156,0 mg L"), N-NH4* (50,0 mg L"), P (25,0
mg L"), K* (200,0 mg L"), Ca?* (200,0 mg L"), Mg?* (45,0 mg L"), S (76,9 mg L"), B
(1,5 mg L"), Cu?* (0,1 mg L"), Fe?* (5,0 mg L"), Mn?* (1,0 mg L"), Zn?* (0,7 mg L"),
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Mo? (0,07 mg L"), fornecida via sistema de fertirrigagdo por gotejamento, trés vezes
ao dia em uma vazao total de 5 L m? de acordo com as recomendagdes de Wendling
e Santin (2015).

Os dados de temperatura maxima, média e minima registrados durante o

periodo de cultivo em estufa estdo apresentados na Figura 1.

FIGURA 1 — TEMPERATURAS MINIMAS, MAXIMAS E MEDIAS (°C) EM ESTUFA DE CULTIVO
SEMI-HIDROPONICO ENTRE OS MESES DE DEZEMBRO/2018 A OUTUBRO/2019.
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Fonte: O autor (2021).

4.2.2 Experimento de miniestaquia e avaliagado da produtividade de miniestacas

A partir das brotagdes das minicepas, foi realizada a coleta do material
vegetal nas quatro estagbes do ano: 04/02/2019 (verdo), 11/04/2019 (outono),
11/07/2019 (inverno) e 10/10/2019 (primavera). As miniestacas foram preparadas
com comprimento médio de 5 cm (x1 cm), com corte em bisel na porgéo basal e reto
no apice, mantendo-se um par de folhas na porcéo apical, sendo acondicionadas em
caixa de isopor com agua para evitar a desidratacdo. Imediatamente antes do
plantio, estas foram retiradas da caixa de isopor e tiveram suas bases (cerca de um
terco do comprimento do caule) imersas por 10 segundos em solu¢éo hidroalcoolica
(50% v/v) de acido indol butirico (IBA - Merck®), nas concentragées de 0 e 3000
mg L' ( WENDLING; SANTIN, 2015).

Apos o tratamento com IBA, as miniestacas foram plantadas em tubetes de
polipropileno com 55 cm3, preenchidos com substrato comercial, pré-umedecido,
composto por turfa de esfagno, vermiculita expandida, casca de arroz carbonizada,

calcario dolomitico, gesso agricola, fertilizante NPK e micronutrientes. As
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caracteristicas quimicas e fisicas informadas pelo fabricante sdo as seguintes: pH
5,0; condutividade elétrica 0,6 (mS cm'); umidade maxima 55% (p/p); densidade de
150 kg m= e capacidade de retencéo de agua “'40% (w/w).

Apds o plantio, as miniestacas foram mantidas em casa de vegetacédo (85%
de umidade relativa) com nebulizagdo intermitente. Apos 120 dias do plantio
(WENDLING e SANTIN, 2015), foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem
de enraizamento (porcentagem de miniestacas com raizes de pelo menos 1 mm de
comprimento), numero médio de raizes por miniestaca; comprimento médio das trés
maiores raizes por miniestaca (cm); porcentagem de calogénese (miniestacas nao
enraizadas com a presengca de massa de células indiferenciada na base);
porcentagem de miniestacas vivas (miniestacas sem raizes nem calos);
porcentagem de retencédo foliar (miniestacas que mantiveram as folhas originais até
o momento da avaliacao), e porcentagem de mortalidade (miniestacas necrosadas).
O experimento foi organizado em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial triplo 15 x 2 x 4 (15 gendtipos x presenga ou ndo de IBA x 4
estacdes), com 4 repeticdes e 10 miniestacas por unidade experimental.

A produtividade das minicepas foi avaliada no momento da coleta das
brotagdes para preparo das miniestacas em cada estagao, avaliando-se 5 parcelas
com 5 minicepas por repeti¢ao, totalizando 25 minicepas por genaétipo, sendo que os
intervalos entre as coletas foram de: 77 dias (verdo), 56 dias (outono), 91 dias
(inverno) e 91 dias (primavera), conforme o crescimento das minicepas.

Os dados de temperatura maxima, média e minima registrados durante o

periodo de permanéncia em casa de vegetacgao estdo apresentados na Figura 2.

FIGURA 2 — TEMPERATURAS ~MiNIMAS, MAXIMAS E MEDIAS (°C) EM CASA DE VEGETAGCAO
COM SITEMA DE NEBULIZACAO INTERMITENTE, ENTRE OS MESES DE FEVEREIRO/2019 A
FEVEREIRO/2020.

Temperatura (°C)
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fev. mar abr mai jun jul ago set out nov dez , jan fev
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e Minima —e— Meédia --*--Maxima

Fonte: O autor (2021).
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4.2.3 Analise estatistica

As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett (p < 0,05). As variaveis cujas variancias se mostraram homogéneas
foram submetidas a analise de variancia (p < 0,01 e p < 0,05) e as que
apresentaram diferengas significativas pelo teste de F tiveram suas médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott. A variavel produtividade de miniestacas nao
atendeu aos pressupostos de homogeneidade de variancias e foi, portanto,

transformado pela raiz quadrada (Vx) para prosseguir com analise de variancia.

4.3 RESULTADOS

Houve diferenga significativa entre os genoétipos para todas as variaveis
relacionadas ao enraizamento (ENR), sobrevivéncia e produtividade de
miniestacas/minicepa de erva-mate. Apenas para as variaveis numero médio de
raizes (NR) e calogénese (C) ndo houve interagdo tripla significativa entre os
tratamentos, havendo, no entanto, interagcado dupla entre gendtipos e concentragdes

de IBA, bem como para gendtipos e estacdo do ano (Tabela 1).

TABELA 1 — RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA PARA A PORCENTAGEM DE
ENRAIZAMENTO (ENR), NUMERO MEDIO DE RAIZES (NR), COMPRIMENTO MEDIO DAS TRES
MAIORES RAIZES/MINIESTACA (CMR), CALOGENESE (C), MINIESTACAS VIVAS (MV),
MORTALIDADE (MM), RETENCAO FOLIAR (RF) E PRODUCAO DE MINIESTACAS POR
MINICEPA (PMM) DE 15 GENOTIPOS DE llex paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO
INDOL BUTIRICO (0 e 3000 mg L"), NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).

Quadrado médio
ENR NR CMR [ MV MM RF PMM
Genétipo (GEN) 14  8304,86** 103,89™* 21,80** 4254,67** 1754,38** 5191,46** 11702,17** 318,44**

Fonte de variacao GL

Estagéo (EST) 3 11940,21** 159,99** 21,70** 10491,11** 2691,88** 5416,88** 10698,89** 28,12**
IBA 1 11900,21** 251,03** 138,18** 13653,33** 1171,87** 172521**  3000,0** -
GEN * EST 42 1062,83** 20,66** 3,6*  1634,71**  244,85** 836,22** 1227,01**  9,97**
GEN * IBA 14 596,64**  7,92**  4,02**  543,07**  137,95"S 200,21"S  134,38"S -
EST * IBA 3 271521%  27,55** 10,08** 1193,33**  201,88"S 164,66"S 10,0* -

GEN * EST * IBA 42 222,95 4,74 247 316,99"° 56,61*  222,99%*  326,52** -

CV (%) 40,56 49,45 56,02 38,16 108,53 59,78 19,54 14,73
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05); ns néo
significativo (p >=.05). CV: coeficiente de variagao.

As porcentagens de enraizamento (Figura 3) variaram de 0,0% (outono) a
90,0% (primavera) entre os tratamentos, havendo em todas as estagdes, pelo

menos um genodtipo com diferencga significativa entre as concentragdes de IBA.
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No outono, nove gendtipos (EC21, EC27, EC45, EC54, BRS*, EC24, EC20,
EC28, EC53) apresentaram diferengas significativas entre as concentragdes de IBA,
com as maiores porcentagens de enraizamento obtidas na concentragao de 3000
mg L-". Por outro lado, no verdo (EC24) e na primavera (BRS BLD Aupaba), apenas
um gendtipo (6,7%) apresentou diferenga significativa entre as concentragdes de
IBA, cuja melhor resposta de enraizamento também foi observada na concentragao
de 3000 mg L (Figura 3).

Apenas os genotipos EC26, EC54, BRS BLD Aupaba e EC28 nao diferiram
significativamente entre as épocas de coleta quando tratados na concentracao de
IBA 3000 mg L', sendo que nos demais foi observada, no minimo, uma diferenca
significativa entre aquelas, em um mesmo gendtipo, para uma mesma concentragao
de IBA. Essa resposta foi observada também para EC26 no tratamento IBA 0 mg L
(Figura 3).

A estacdo da primavera, no tratamento IBA 3000 mg L', foi a época que
possibilitou o maior numero de genoétipos que apresentaram as melhores médias
significativas (iguais ou superiores) de enraizamento quando comparadas as demais
épocas. O unico gendtipo que nao apresentou o melhor resultado de enraizamento
nessa época foi EC20 (52,5%), cuja maior porcentagem de enraizamento foi obtida
no verao (67,5%) (Figura 3).

Entre os 15 gendtipos, apenas o EC24 se manteve com as maiores médias
de enraizamento em todas as estagdes na concentragdo de IBA 3000 mg L,
variando de 67,5 % a 90% de enraizamento entre as estagdes. O gendtipo EC26,
por sua vez, sempre esteve entre os clones com menores médias de porcentagem
de enraizamento, variando de 0,0% a 12,5%, independente da época ou

concentracao de IBA (Figura 3).
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FIGURA 3 — PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE 15 GENOTIPOS DE llex
paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO INDOL BUTIRICO (0 e 3000 mg L"), NAS

DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).
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Médias seguidas de uma mesma letra em negrito entre as concentragdes de IBA para cada gendtipo dentro de
uma mesma estacdo, minuscula entre os gendtipos em cada tratamento com IBA dentro de cada estagéo e
mailsculas entre os mesmos gendtipos nas diferentes estagdes em cada tratamento com IBA nado diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *BRS= BRS BLD Aupaba.

O numero médio de raizes por miniestaca (Figura 4A), variou de 0,69 (EC26)

a 8,05 (EC21). Para todos os gendtipos em que houve diferenga significativa entre

as concentragdes de IBA, as maiores médias foram sempre observadas na

concentragdo de 3000 mg L-'. Os gendtipos EC21, EC48 e EC24 apresentaram as
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maiores médias significativas, enquanto o EC26, EC28, EC50, EC44 e EC31
apresentaram os menores numeros médios de raizes por miniestaca (Figura 4A).

As porcentagens médias de formacao de calos variaram de 16,25% (EC21)
a 65,0% (EC50). Quando constatada diferenca significativa entre as concentragdes
de IBA, as maiores porcentagens de calogénese foram sempre encontradas nos
tratamentos sem aplicagdo de IBA, sendo as maiores porcentagens contempladas
pelos gendtipos EC27, EC28, EC53 e EC50, enquanto as menores nos EC21, EC26,
EC24 e EC20 (Figura 4B).

FIGURA 4 — NUMERO MEDIO DE RAIZES (A) E CALOGENESE (B) EM MINIESTACAS DE 15
GENOTIPOS DE llex paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO INDOL BUTIRICO (0 e 3000
mg L).
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Médias seguidas de uma mesma letra minuscula entre os genétipos de cada tratamento com IBA e maiusculas
entre as concentragdes de IBA em cada gendtipo ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *BRS= BRS BLD Aupaba.

Em relacdo ao numero médio de raizes na interacdo entre gendtipos e
época do ano, os valores variaram de 0 (EC26) a 10,22 (EC48) raizes/miniestaca. O
menor valor significativo foi obtido pelo gendtipo EC26 quando comparado aos
demais, nao diferindo, no entanto, entre as estagdes do ano (Figura 5).

Entre as estagdes, a primavera foi a que apresentou a maior quantidade de

genotipos (8) com as maiores médias significativas para o numero de
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raizes/miniestaca, enquanto que no outono foram encontrados o0s menores

valores (8 gendtipos) (Figura 5).

FIGURA 5 — NUMERO MEDIO DE RAIZES EM MINIESTACAS DE 15 GENOTIPOS DE /lex
paraguariensis, NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).
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Médias seguidas de uma mesma letra mindscula entre os genoétipos dentro de cada estagdo e mailsculas para
as estagdes do ano em cada gendtipo nao diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade. Fevereiro (verao); abril (outono); julho (inverno); outubro (primavera). *BRS= BRS
BLD Aupaba.

Para calogénese na interacdo entre gendtipos e épocas do ano, as
porcentagens variaram de 11,25% (EC21) a 86,25% (EC50), sendo que EC50 no
verao, apresentou o maior valor significativo, ndo diferindo da estagdao do inverno
(80%), enquanto que EC21 apresentou a menor porcentagem no outono (11,25%),
embora ndo tenha diferenciado significativamente do verado (18,75%) e da primavera

(18,75%) (Figura 6).
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FIGURA 6 — CALOGE~NESE EM MINIESTACAS DE 15 GENOTIPOS DE llex paraguariensis, NAS
DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).
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Médias seguidas de uma mesma letra mindscula entre os gendtipos dentro de cada estacdo e maiusculas para
as estacdes do ano em cada gendtipo ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade. Fevereiro (verao); abril (outono); julho (inverno); outubro (primavera). *BRS= BRS
BLD Aupaba.

Quanto ao comprimento médio de raizes/miniestaca, os valores obtidos
foram de 0 cm a 7,02 cm. No outono, 9 gendtipos (EC21, EC26, EC45, EC54, EC24,
EC20, EC28, EC44, EC31) apresentaram diferengca significativa entre as
concentragdes de IBA utilizadas, enquanto que no verdao houve apenas 1 gendtipo
(BRS) que apresentou diferenga significativa. De todo modo, quando houve
diferenca significativa entre as concentracées de IBA, as maiores médias foram

sempre obtidas no tratamento IBA 3000 mg L' (Figura 7).
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FIGURA 7 — COMPRIMENTO MEDlO DE RAiZES DE MINIESTACAS DE 15 GENOTIPOS DE llex
paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO INDOL BUTIRICO (0 e 3000 mg L"), NAS

DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).

A) FEVEREIRO (Verio)

—a aA
EC2 D {2 DA,

——abA
EC26 o a2 cB

ECz7 a—b{Aa cA
a ab

S—
EC45 s 12 bB

A
o7 PR —— L A

—jaaB
ECH — 2 DA

" —_baB
B RS e 1aaA

TS am—

—aaA
B s a DA

—a bA
EC2B- a CA

Ecs3 A fe

abB
EC50 ;—m cB

Genétipo

—— jabC
BCH s 2% 2B

——1a
S S Sm—

—abB
EC31 HacB

Genétipo

00051015620253035404550565606570
Comprimento médio de raizes (cm)

) JULHO (Inverno)

—ja aB
EC2! s a bA

la aB
EC26 |2 cB

— a aA
EC27 g la'cA

—baC
EC45 aaA

—fa aA
EC4S s~/ ba

—aaB
ECS s 2 oA

" —b aB
BRS ssesee— 2 2A

EC24 —baC

B
EC20 el {a bA

—aa
EC28 el ac.

ECS 208
ECS) el e labA
B e 295,

ECI mldeds  abA

ECH g8 iA

aaB

Genotipo

00051015202530354045505560657,0
Comprimento médio de raizes (cm)

B) IBA O mg L
ABRIL (Outono) g |BA 3000 mg L'

EC?! Bl 12 1A
28 e 2 cA

—a bA
EC27 ™ Ja cA

b bC
ECHS e — a2 2A

bB
ECH e lacB

—b aB
ECH mssmmmmmen 2 bA

. —aa
ERS — 2 bB

b aC
B e elocees aaB

b bB
B 2 bA

b bA
B8 {2 CA

Ecs3 HaBC . ¢

bB
EC50 =—|a cB

Ecas [BDC alp

a bA
EC38 2™ lacA

B — 12 DA

00051015202530354045505560657,0
Comprimento médio de raizes (cm)

D) OUTUBRO (Primavera)

—ja aA
EC2 s 2 cA

Ec26 5 A3bB

—ia bA
EC27 ™ ia dA

—b bB
EC45 a bA

bA
EC28 e 12 P A

B ——— e — 2 o
B8 e — 4'dA

B e abA

EC3 o 20K

a bA
ECH s ia A

00051015202530354045505560657,0
Comprimento médio de raizes (cm)

Médias seguidas de uma mesma letra em negrito entre as concentracdes de IBA para cada gendtipo dentro de
uma mesma estacdo, minuscula entre os gendtipos em cada tratamento com IBA dentro de cada estacdo e
mailsculas entre os mesmos gendtipos nas diferentes estagdes em cada tratamento com IBA nado diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *BRS= BRS BLD Aupaba.

O percentual de miniestacas vivas variou de 0% a 52,5%, havendo poucos

genotipos com diferenca significativa entre as concentragdes de IBA utilizadas. Na

primavera, nao houve diferenga significativa entre concentragdes de IBA e entre os

gendtipos dentro da estagdo. Ja no outono, dois gendtipos (BRS BLD Aupaba e
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EC44) apresentaram diferenga significativa entre as concentragbes de IBA, sendo

que as maiores porcentagens de miniestacas vivas foram obtidas no tratamento

testemunha (IBA 0 mg L") (Figura 8).

FIGURA 8 -

PORCENTAGEM DE MINIESTACAS VIVAS DE 15 GENOTIPOS DE

llex

paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO INDOL BUTIRICO (0 e 3000 mg L"), NAS

DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).

A) FEVEREIRO (Vero)

achA
EC2 a0

EC26 i 14 B8

ECO7 13 DA
|achA

EC45 12 ba

|acB
EC48 |2 1B

—acA
EC84 5Bk ©

Brs 1268

—jacA
ECZ4‘a bA

Genoétipo

a
EC20 130

——C
EC28 2 bA

—abA
ECS3 s ——abA

ECS0 g oA

—aaA
b aA

—  jabA
1 abA

———abA
ECH o 208

EC44

EC38

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Miniestacas vivas (%)

C

) JULHO (Inverno)

—a bA

EC21 mmmm  abA

————faahA
EC26 sssmem 12 2A

bA
EC2T o * N2 b

bA
Ecas ?—4 ach

—aaA
EC43 gy {acB

BA
Ect4 |2 ch

— a bA
EC50 |2 A

——aabB
ECA 2 bB

— a bA
EC38 pmmm —a bA

——aBb
ECH o ——1acB

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Miniestacas vivas (%)

Genot

Genotipo

B) IBAOmg L
ABRIL (Outono) mIBA 3000 mg L

A
EC2! o abA

—lY
EC26 pessssnamn a &

—a cA
EC27 mmmmm— a2/

—achA
EC45 g 1abA

—abA
EC48 12 bA

acA
ECSd g aﬁ'

" ——abA
BRS m—bbB

EC24 el ® N b
a bA

EC20
1 a aA

—acA
EC28 [0 bA

ipo

L___jacA

ECSS e a DA
—acA

ECS0 {2 bA

aaA
B e b ab

——lacA
EC38 o 12 DA

EC31 ———acA

Em—abB

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Miniestacas vivas (%)

D) OUTUBRO (Primavera)

Ec21 [ 3 8A

|aa
EC26 b
—aaA
EC27 12 8A'
|a aA
EC45 3 2A

EC48 —<§ aB

laa
1a aA
EC84 |5 Taan

- —aaB
BRS" m8 a2 ab

Ecas |2 24

Ecz0 g2 dh
czs |2 24

Ecs3 |28 .5

—aah
ECS0 pm—a'aA

— aaB
Ly m—s

a aA
EC38 o 2 oA

|a aB
EC31 |a ab

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Miniestacas vivas (%)

Médias seguidas de uma mesma letra em negrito entre as concentragdes de IBA para cada gendtipo dentro de
uma mesma estagcdo, minuscula entre os gendtipos dentro de cada estagdo e mailsculas entre os mesmos
gendtipos nas diferentes estacdes em cada tratamento com IBA nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. “BRS= BRS BLD Aupaba.



77

Os indices de mortalidade das miniestacas variaram de 0% a 65%. O

genotipo EC24 apresentou 0% de mortalidade nas estagbes do verdo e outono para

ambos os tratamentos com IBA, estando entre aqueles com menores porcentagens

de miniestacas mortas. Por outro lado, em todas as estagdes, EC26 sempre se

manteve entre os gendtipos com maior porcentagem de mortalidade (40 a 62,5%)

(Figura 9).

FIGURA 9 - PORCENTAGEM DE MINIESTACAS MORTAS DE 15 GENOTIPOS DE llex
paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO INDOL BUTIRICO (0 e 3000 mg L"), NAS

DIFERENTES ESTAGOES DO ANO (2019).
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Médias seguidas de uma mesma letra em negrito entre as concentracdes de IBA para cada gendtipo dentro de
uma mesma estacdo, minuscula entre os gendtipos em cada tratamento com IBA dentro de cada estagdo e
maiusculas entre os mesmos gendtipos nas diferentes estacdes em cada tratamento com IBA ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *BRS= BRS BLD Aupaba.
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Para retencéo foliar, as porcentagens variaram de 2,5% a 100% onde, entre
as menores porcentagens, destaca-se o genotipo EC26, que apresentou os menores
valores em todas as estacdes (2,5 a 52,5%). Em contrapartida, EC24 ficou entre os
gendtipos com maior porcentagem de retencgéao foliar, independente da estagédo do
ano (87,5 a 100%) (Figura 10).

FIGURA 10 - PORCENTAGEM DE RE'I_'ENCAO FOLIAR DE MINIESTACAS DE 15 GENOTIPOS DE
llex paraguariensis, TRATADAS OU NAO COM ACIDO INDOL BUTIRICO (0 e 3000 mg L"), NAS
DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).
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Médias seguidas de uma mesma letra em negrito entre as concentracdes de IBA para cada gendtipo dentro de
uma mesma estacdo, minuscula entre os gendtipos em cada tratamento com IBA dentro de cada estacéo e
mailsculas entre os mesmos gendtipos nas diferentes estacées em cada tratamento com IBA nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *BRS= BRS BLD Aupaba.
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A maior produtividade de miniestacas/minicepa foi obtida pelo genétipo EC21,
superior aos demais em todas as estacoes, variando de 824,8 a 961,7 miniestacas
m, no inverno e na primavera, respectivamente. A primavera, no entanto, nio
diferiu do verao, que proporcionou o] rendimento de
915,5 miniestacas m= (Figura 11).

Por outro lado, entre os gendtipos com a menor produtividade destacou-se
EC50, que por sua vez foi o unico que apresentou os menores valores em todas as
estagoes, variando de 147,5 a 204,4 miniestacas m (Figura 11).

FIGURA 11 — PRODUTIVIDADE DE MINIESTACAS m2 DE 15 GENOTIPOS DE llex paraguariensis,
NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).
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Médias seguidas de uma mesma letra mindscula entre as diferentes épocas para cada gendtipo e mailsculas
entre os gendtipos dentro de uma mesma época néo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade. Fevereiro (verao); abril (outono); julho (inverno); outubro (primavera). *BRS=
BRS BLD Aupaba. Considera-se 44,44 miniestacas m=.
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4.4 DISCUSSAO

As diferencas observadas nos resultados obtidos entre os tratamentos
deixaram ainda mais evidente a importancia e a necessidade do estabelecimento de
protocolos de enraizamento especificos para cada gendtipo selecionado, visando
estabelecer a melhor época para a coleta dos propagulos e a necessidade quanto a
aplicacao de IBA.

A variavel enraizamento resultou em respostas multivariaveis, de modo que,
por exemplo, para o gendtipo EC21 recomenda-se a utilizacdo de IBA apenas no
outono, proporcionando incremento de 57% no indice de enraizamento, nao
havendo a necessidade do uso do IBA nas demais épocas de coleta. Por outro lado,
a utilizagdo de IBA (3000 mg L") para o genodtipo EC31 durante as estagdes do
verao e outono, e nos gendtipos EC21 e EC28 no verao, além de nao promover a
inducdo radicial, proporcionou uma maior porcentagem de mortalidade das
miniestacas, podendo estar relacionada possivelmente a fitotoxidade de auxina
esses gendtipos. Hartmann et al. (2011) afirmam que a altas concentragbes de
auxinas em estacas caulinares podem danificar tecidos. Assim, estima-se que para
esses genotipos, a soma dos teores de auxinas endogenas mais a aplicagao de IBA
causou a maior mortalidade das miniestacas.

A grande maioria dos genoétipos ndo apresentou respostas no enraizamento
com a utilizagdo de IBA nas estagdes do verado, inverno e primavera, o que justifica o
fato de alguns autores dispensarem a utilizagdo da aplicagdo deste regulador
vegetal em miniestacas de erva-mate (PIMENTEL et al., 2019).

Em um estudo com miniestacas de erva-mate, Pimentel et al. (2019),
afirmaram ser desnecessaria a utilizagao de IBA no enraizamento de miniestacas de
quatro genotipos estudados. Por outro lado, Sa et al. (2018) relataram que a
aplicagdo de 8000 mg L' em miniestacas de erva-mate foi a melhor concentragéo
para o enraizamento adventicio, 0 que mostra que as caracteristicas particulares de
cada gendtipo, a nivel fisiolégico e molecular, podem proporcionar diferentes
respostas associadas ao enraizamento.

Respostas semelhantes ao do presente estudo foram observadas por Sa et
al. (2018), os quais obtiveram até 68,9% de enraizamento, com os melhores valores

também na coleta de propagulos na primavera. Estas respostas podem estar
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associadas possivelmente as condigbes ambientais mais favoraveis nessa época,
bem como a condicéo fisioldgica das matrizes.

E importante mencionar que em um estudo com estaquia convencional,
onde as estacas foram preparadas com 12 + 1 cm de comprimento e um par de
folhas reduzidas pela metade, utilizando IBA a 6000 mg L', Duarte (2020) obteve
porcentagem de enraizamento de até 78% para o genétipo EC53 (0 mesmo gendtipo
do presente estudo), superior aos resultados obtidos pela miniestaquia nesse
trabalho (até 50%).

Com isso, verifica-se que ha necessidade de alguns ajustes a serem
realizados na técnica de miniestaquia para alguns gendtipos de erva-mate. E
importante considerar que a utilizacdo de maiores concentragdes de IBA, até um
determinado limite, pode proporcionar melhores porcentagens de enraizamento para
erva-mate (Sa et al. 2018), bem como o comprimento da estaca a ser confeccionada
(Duarte et al., 2019).

Quanto ao numero e comprimento de raizes, no presente estudo houve
resposta positiva do IBA para alguns gendétipos, proporcionando maior numero e
comprimento de raizes/miniestaca. O IBA, por se tratar de uma auxina, quando em
concentragdes 6timas, promove a rizogénese (TAIZ et al., 2017).

As porcentagens de calogénese observadas (11,25 a 86,25%) foram
semelhantes aos valores relatados por Duarte et al. (2019) (13,75 a 77,5%), e
superiores aos obtidos por Sa et al. (2018). Embora ndo tenha havido uma relagao
direta entre a calogénese e a formagao de raizes no presente estudo, é conveniente
ressaltar que, nos tratamentos com IBA, cujos resultados apresentaram diferengas
entre as concentracdes, as maiores porcentagens de calogénese foram observadas
sempre no tratamento sem a utilizacao de IBA.

Esses resultados podem sugerir que, possivelmente, para alguns genotipos, a
utilizagcao de IBA pode vir a proporcionar maior formag¢ao de raizes em detrimento a
calogénese, por um melhor balangco hormonal. O que justificaria os resultados
observados no presente estudo.

Todavia, sabe-se que a formacéo de calos ndo € um fator determinante para
a formacé&o de raizes adventicias em erva-mate (DUARTE et al., 2019). Geralmente
o0 processo de calogénese e a formacédo de raizes adventicias sao influenciados
pelos mesmos fatores (FACHINELLO et al., 2005), podendo ocorrer rizogénese

direta ou indireta.
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A significativa porcentagem de miniestacas vivas observada em alguns
genotipos é outra variavel que merece atengao, pois é possivel que alguns destes
genotipos necessitem de tempo superior a 120 dias para a indugao radicial. Embora
um periodo maior do que esse seja geralmente apontado como inviavel para a
producdo em escala comercial, devido ao longo tempo, talvez seja um fator
interessante para alguns materiais diferenciados, como por exemplo pelas
caracteristicas quimicas (cafeina, teobromina, compostos fendlicos, atividade
antioxidante), justificando e compensando o tempo adicional em casa de vegetagao.
Para fins de analise, sugere-se aqui um tempo adicional de 150 a 180 dias.

Verificou-se uma relagao direta entre a variavel retencéo foliar e o
enraizamento de alguns gendtipos, de modo que as maiores porcentagens podem
estar associadas com a manutencao foliar durante o periodo de enraizamento.

Embora a retengao foliar ndo seja um parametro condicional ao sucesso do
processo de propagacgao vegetativa, trata-se de uma importante fonte de energia e
sintese de substéncias relacionadas a inducdo radicial (HARTMANN et al., 2011).
Além disso, é nos tecidos jovens e folhas novas que ocorre a biossintese do acido
indol-3-acético (IAA) (TAIZ et al., 2017).

Além do potencial rizogénico, outro fator de grande relevancia em um
programa de propagacao vegetativa € a produtividade das plantas matrizes,
fornecendo maior quantidade de propagulos, caracteristica essencial para aumentar
o rendimento na produgdo de mudas. Nesse contexto, existem alguns estudos com
0s quais avaliam a produtividade das minicepas de erva-mate (WENDLING et al.,
2007; WENDLING; DUTRA, 2008; PIMENTEL et al., 2019).

Avaliando a produtividade de miniestacas de erva-mate em sistema semi-
hidroponico, Wendling et al. (2007), obtiveram em média 291 miniestacas m=2. No
presente estudo (média de 44,44 minicepas m?), a produtividade de minicepas por
metro quadrado variou de 147,5 miniestacas (EC53) a 961,7 miniestacas (EC21), ou
seja 3,3 a 21,6 miniestacas/minicepa.

Pimentel et al. (2019) também avaliaram a produtividade de minicepas de
erva-mate e obtiveram médias de até 90,78 miniestacas/minicepa (em um intervalo
de 90 dias entre coletas), cujos valores se mostram superiores a este estudo.
Entretanto, o padrao de miniestaca utilizado pelos autores foi de 2 cm, relativamente

menor ao utilizado neste trabalho (de 5 £1 cm).
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De modo geral, percebe-se que a produtividade de miniestacas/minicepa &
variavel tanto pela caracteristica do gendtipo quanto pelo tipo de manejo, padrao de
miniestaca, entre outros fatores, sendo necessaria uma avaliagdo diante cada
situacgao.

A partir dos dados de produtividade e enraizamento do presente estudo, &
possivel entdo montar um programa de propagacao vegetativa conforme a demanda
do mercado pelo gendtipo de interesse.

O baixo indice de enraizamento e a alta mortalidade observados em alguns
gendtipos, como EC26 e EC31, deixam clara a necessidade do aprimoramento dos
protocolos de propagacao. Sendo assim, sugere-se, a partir dos resultados desse
estudo, novos tratamentos, como por exemplo a aplicagdo de maiores
concentragdes de IBA para alguns gendétipos, bem como a avaliagédo do padrao de

propagulos.

4.5 CONCLUSOES

Com relacédo aos resultados obtidos para a miniestaquia e produtividade de
15 gendtipos estudados de erva-mate, foi possivel concluir que:

A necessidade de aplicagao de IBA é uma variavel dependente do gendtipo e
da estac&o do ano de coleta dos propagulos;

O outono é a estacdo com maior necessidade de aplicacdo de IBA para o
enraizamento adventicio;

A aplicacédo de IBA pode proporcionar maior numero e comprimento de
raizes/miniestaca para alguns genétipos de erva-mate;

A primavera foi a estacdo que proporcionou 0s maiores indices de
enraizamento para o maior numero de genétipos de erva-mate estudados;

O gendtipo EC21 proporcionou maior produtividade de miniestacas.

4.6 REFERENCIAS

BRACESCO, N.; SANCHEZ, A. G.; CONTRERAS, V.; MENINI, T.; GUGLIUCCI, A.
Recent advances on llex paraguariensis research: minireview. Journal of
Ethnopharmacology, v. 136, n. 3, p. 378-384, 2011.

DARTORA, N.; SOUZA, L. M.; PAIVA, S. M.; SCOPARO, C. T.; IACOMINI, M.;
GORIN, P. A,; RATTMANN, Y. D.; SASSAKI, G. L. Rhamnogalacturonan from /llex



84

paraguariensis: A potential adjuvant in sepsis treatment. Carbohydrate Polymers, v.
92,n.2,p.1776-1782, 2013

DUARTE, M. M.; MIRESKI, M. C.; OLISZESKI, A.; WENDLING, I.; STUEPP, C. A.
Rooting of yerba mate cuttings with different lengths. Revista Eletréonica Cientifica
da UERGS. v. 5, n. 1, p. 05-11, 2019.

FACHINELLO, J.C.; HOFFMANN, A.; NACHTIGAL, J. C. Propagacao de plantas
frutiferas. Brasilia: Embrapa Informagéo Tecnoldgica, 2005. 221 p.

HARTMANN, H. T.; KESTER, D. E.; DAVIES JUNIOR, F. T.; GENEVE, R. L. Plant
Propagation: principles and practices. 8. ed. Boston: Prentice Hall, 2011. 915 p.

HECK, C. |.; MEJIA, E. G. Yerba mate tea (llex paraguariensis). a comprehensive
review on chemistry, health implications, and technological considerations. Journal
of Food Science, v. 72, p.138-151, 2007.

KRATZ, D.; PIRES, P. P.; STUEPP, C. A.; WENDLING, I. Produgdo de mudas de
erva-mate por miniestaquia em substratos renovaveis. Revista Floresta, Curitiba, v.
45, n. 3, p. 609-616, 2015.

MARTIN, J. G. P.; PORTO, E.; ALENCAR, S. M.; GLORIA, E. M.; CORREA, C. B;
CABRAL, I. S. R. Atividade antimicrobiana de erva-mate (/llex paraguariensis St. Hil.)
contra patdgenos alime. Revista Argentina de Microbiologia. v. 45, n. 2, p. 93-98,
2013.

PIMENTEL, N.; LENCINA, K. H.; KIELSE, P.; RODRIGUES, M. B.; SOMAVILLA, T.
M.; BISOGNIN, D. A. Produtividade de minicepas e enraizamento de miniestacas de
clones de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.). Ciéncia Florestal, v. 29, p.
559-570, 2019.

SA, F. P.; PORTES, D. C.; WENDLING, |.; ZUFFELLATO-RIBAS, K. C. Miniestaquia
de erva-mate em quatro épocas do ano. Ciéncia Florestal, v. 28, n. 4, p. 1431-
1442, 2018.

SANTIN, D.; WENDLING, I.; BENEDETTI, E. L.; MORANDI, D.; DOMINGOS, D. M.
Sobrevivéncia, crescimento e produtividade de plantas de erva-mate produzidas por
miniestacas juvenis e por sementes. Ciéncia Florestal, v. 25, p. 571-579, 2015.

STURION, J. A.; STUEPP, C. A.; WENDLING, |. Genetic parameters estimates and
visual selection for leaves production in llex paraguariensis. Bragantia, v. 76, n. 4, p.
492-500, 2017.

TAIZ L, ZEIGER E., M@LLER I. M., MURPHY A. Fisiologia e Desenvolvimento
Vegetal. 6th ed. Porto Alegre: Artmed, 2017. 888 p.

TAMURA, A.; SASAKI, M.; YAMASHITA, H.; MATSUI-YUASA, |.; SAKU, T.; HIKIMA,
T.; TABUCHI, M.; MUNAKATA, H.; KOJIMA-YUASA, A. Yerba-mate (llex
paraguariensis) extract prevents ethanol-induced liver injuryin rats. Journal of
Functional Foods. v. 5, n. 4, p. 1714-1723, 2013.



85

WENDLING, I.; SANTIN, D. Propagacao e nutricdo de erva-mate. 1 Ed. Brasilia:
EMBRAPA, 2015. 195p.

WENDLING, I.; SANTAROSA, E.; PENTEADO JUNIOR, J.; AUER, C.; PENTEADO,
S.; QUEIROZ, D. L.; SANTOS, A. F. Manual de producao de mudas clonais de
erva-mate. Colombo: Embrapa Florestas, 2020. 47 p.

WENDLING, I.; DUTRA, L. F.; GROSSI, F. Producao e sobrevivéncia de miniestacas
e minicepas de erva-mate cultivadas em sistema semi-hidropdnico. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.42, p. 289-292, 2007.

WENDLING, I.; DUTRA, L. F. Solugao nutritiva para condugdo de minicepas de
erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) em sistema semi-hidroponico. Colombo:
Embrapa Florestas, (Circular Técnica 157), 5 p. 2008.



86

5CAPITULO Ill. PERFIL FITOQUIMICO, METABOLOMICA, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E PRODUGCAO DE MASSA VERDE DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE llex Paraguariensis A.ST.-HIL

RESUMO

llex paraguariensis apresenta uma diversificada composi¢ado quimica, caracterizada
por inumeros metabdlitos primarios e secundarios, além de uma consideravel
produtividade de massa verde quando cultivada em sistema semi-hidropdnico.
Visando encontrar possiveis relagcbes para compreender a base fisiologica e
bioquimica do enraizamento adventicio, bem como avaliar a produtividade de
diferentes gendtipos de erva-mate, o presente estudo objetivou avaliar o perfil
fitoquimico de miniestacas de gendtipos em diferentes estagdes do ano, identificar
metabdlitos presentes em miniestacas de gendtipos com baixa e alta capacidade de
enraizamento, bem como a producdo de massa verde nas diferentes estagdes do
ano. Para as analises foram utilizadas em torno de 25 miniestacas coletadas a partir
de brotagdes de minicepas de um minijardim clonal pré-existente, enquanto que a
producao de massa verde foi avaliada no momento da coleta. O delineamento
experimental foi em esquema fatorial duplo para analise fitoquimica (3 gendtipos x 4
estacbes do ano) e para avaliagao da producdo de massa verde (15 gendtipos x 4
estacbes do ano), e em delineamento inteiramente casualizado para analise
metabolémica (4 gendtipos). Os teores de proteinas e compostos fendlicos totais,
bem como a atividade antioxidante via radical DPPH, de miniestacas de erva-mate,
variaram de acordo com o genétipo e a estagdo do ano. Os metabdlitos glutamina e
asparagina apresentaram uma alta correlagdo com o enraizamento adventicio. O
genotipo EC21 proporcionou alta produtividade de massa verde em cultivo semi-
hidroponico, possibilitando a produtividade de 96,16 t ha-! ano™.

Palavras-chave: Metabdlitos. Miniestacas. Erva-Mate. Sistema semi-hidropdnico.
produtividade.
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PHYTOCHEMICAL PROFILE, METABOLOMICS, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
BIOMASS PRODUCTION OF DIFFERENT llex paraguariensis A.St.-Hil
GENOTYPES

ABSTRACT

llex paraguariensis has a diversified chemical composition, characterized by
numerous primary and secondary metabolites, in addition to considerable fresh
biomass productivity when cultivated in semi-hydroponic systems. Focusing on
finding possible relationships to understand the physiological and biochemical basis
of adventitious rooting in the species, as well as to evaluate the productivity of
different yerba mate genotypes, the present study aimed to evaluate the
phytochemical profile of mini-cuttings of yerba mate genotypes in different seasons of
the year, to identify metabolites present in mini-cuttings of yerba mate genotypes with
low and high rooting capacity, as well as to assess the production of fresh biomass of
the genotypes in different seasons. For the chemical analyses, around 25 mini-
cuttings were used, collected from mini-stump shoots of a pre-existing mini clonal
garden, while the production of biomass was evaluated at the time of collection. The
experimental design was in a 2-level factorial scheme for phytochemical analysis (3
genotypes x 4 seasons of the year) and for biomass production (15 genotypes x 4
seasons of the year), and in a completely randomized design for the metabolomic
analysis (4 genotypes). The contents of total protein and phenolic compounds, as
well as the antioxidant activity via DPPH radical of yerba mate mini-cuttings vary
according to the genotype and the season of the year. Glutamine and asparagine
metabolites show a high positive correlation with mini-cuttings adventitious rooting.
The EC21 genotype presented high fresh biomass yield in semi-hydroponic
cultivation, reaching up to of 96.16 t ago™' year'.

Keywords: Metabolites. Mini-Cuttings. Yerba mate. Semi-hydroponic system.
Productivity.
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5.1 INTRODUCAO

llex paraguariensis A.St.-Hil € uma espécie endémica da floresta ombrofila
mista, de grande importancia socioeconémica para a regido Sul do Brasil, Paraguai
e Argentina (FOWLER; STURION, 2000). No Brasil, a espécie é consumida
principalmente por infusao (REICHERT et al., 2013), mas com potencial para ser
utilizada também como matéria-prima para as industrias farmacéutica, alimenticia,
cosmética e nutracéutica (HECK; MEJIA, 2007; BRACESCO et al.,, 2011), com
crescente exportacao para varios paises (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).

A erva-mate apresenta diversificada composi¢cao quimica, incluindo minerais,
vitaminas, compostos fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico), metilxantinas
(cafeina, teobromina e teofilina), terpenos (carotendides, saponinas) flavonoides
(quercetina, campferol, rutina) (HECK; MEJIA, 2007), proteinas e fibras alimentares
(ESMELINDRO et al., 2004; TOMASI et al., 2019; 2021).

Sua composigcao de metabdlitos secundarios também é ampla e extensa. Em
um estudo realizado por Melo et al. (2020), a analise de compostos polares
(metabolémica) via cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) proporcionou a extracdo de mais de 200 compostos nos extratos do tecido
foliar de erva-mate, dos quais foram detectados e identificados 96 compostos.

Em paralelo com estudos referentes a composicdo quimica da erva-mate,
cada vez mais estudos agronémicos tém sido requisitados, possibilitando aprimorar
estratégias de produgcédo (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016), bem como
constatar possiveis relagbes, como por exemplo, compreender as bases fisiolégicas
e bioquimicas do enraizamento adventicio (SA, 2018).

Sabe-se que a inducgao radicial pode ser influenciada pela composicao
bioquimica dos propagulos (YAN et al., 2017), de modo que, algumas proteinas séo
exemplares de compostos envolvidos no enraizamento (SORIN et al., 2006),
auxiliando na inducao, formagao e desenvolvimento radicial (TAIZ et al., 2017),
atuando também como componente estrutural (THOMAS; LEE; SCHIEFELBEIN,
2003), enzimas (WOODWARD; BARTEL, 2005), ou ainda podem estar envolvidas
na sinalizagao e biossintese de auxinas (HORNITSCHEK et al., 2012; ZHANG et al.,
2017).

A inducdo radicial também pode ser influenciada pela disponibilidade de

carboidratos (CORREA et al., 2005), cujos compostos sdo um importante recurso
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energético para atividade fotossintética (ASLMOSHTAGHI; REZA-SHAHSAVAR,
2010), regulagao do crescimento e desenvolvimento (SAIRANEN et al., 2012), ou
ainda como elemento estrutural celular (CORREA et al., 2005).

O éxito do enraizamento e a qualidade das mudas podem ainda ser
altamente condicionados ao material genético que se deseja multiplicar (KRATZ et
al. 2015; SANTIN et al. 2015; DUARTE et al. 2019). A composi¢gao quimica do
material genético, como por exemplo, os teores de compostos fendlicos totais e
teobromina podem se apresentar como componentes negativos ao enraizamento
(VIEIRA et al., 2021).

Além da propagacédo, outro aspecto de grande importancia e inovagéo na
cultura da erva-mate, refere-se a produgcdo de massa verde (para aplicagdo como
matéria-prima para a industria) por minicepas cultivadas em sistema semi-
hidropdnico, que embora sua principal finalidade seja o fornecimento de propagulos
vegetativos, alguns estudos tem mostrado que esse sistema possibilita alta
produtividade, superando a produ¢do a campo (TOMASI, 2019, AGUIAR, 2021).

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar o perfil fitoquimico de
miniestacas de diferentes gendtipos de erva-mate nas diferentes estagées do ano,
verificar o perfil de metabdlitos com base na sua capacidade de enraizamento, bem
como avaliar a produgdo de massa verde total dos diferentes gendtipos nas

diferentes estacdes do ano.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal e experimentos

O material vegetal analisado no presente estudo refere-se aos gendtipos
EC21, EC26, EC27, EC45, EC48, EC54, BRS BLD Aupaba, EC24, EC20, EC28,
EC53, EC50, EC44, EC38 e EC31, conduzidos como minicepas em condigbes de
estufa (Embrapa Florestas Colombo/PR), sob sistema semi-hidropbnico em
canaletdo com areia lavada (WENDLING et al., 2007), cuja principal finalidade é o
fornecimento de propagulos vegetativos (Figura 1). O gendtipo BRS BLD Aupaba
(referido como BRS a partir de agora), trata-se de uma cultivar comercial de erva-
mate usada como referéncia (WENDLING et al., 2017).
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A fertilizagcado das minicepas foi realizada por solugéo nutritiva: N-NO3™ (156,0
mg L"), N-NHs* (50,0 mg L"), P (25,0 mg L"), K* (200,0 mg L"), Ca?* (200,0
mg L), Mg?* (45,0 mg L"), S (76,9 mg L"), B (1,5 mg L"), Cu?* (0,1 mg L"), Fe?*
(5,0 mg L"), Mn?* (1,0 mg L"), Zn?* (0,7 mg L"), Mo% (0,07 mg L"), fornecida via
sistema de fertirrigagcédo por gotejamento, trés vezes ao dia em uma vazao total de 5
L m2 de acordo com as recomendagdes de Wendling e Santin (2015).

FIGURA 1— MINICEPAS DE llex paraguariensis EM MINIJARDIM CLONAL SOB SITEMA SEMI-
HIDROPONICO (A), PROPAGULO VEGETATIVO (MINIESTACA) (B).

Fonte: O autor (2021)

O presente estudo foi dividido em trés partes, 12 parte: analise de
composi¢cdo quimica; 22 parte: analise metabolémica; e 32 parte: avaliagdo da
producdo de massa verde total dos 15 gendtipos. E importante ressaltar previamente
que na 1% e 22 andlise nao foram utilizados todos os gendtipos, mas apenas alguns
selecionados com base em estudo prévio. Apenas na avaliacao da produtividade de
massa verde total foi utilizado todos os gendtipos.

Para a 12 parte do estudo (andlise de composicdo quimica), a partir das
brotagées das minicepas dos gendtipos EC21, EC24 e EC26, foi realizada a coleta
de miniestacas (comprimento médio de 5 cm com um par de folhas) nas quatro
estacbes do ano: 04/02/2019 (verao), 11/04/2019 (outono), 11/07/2019 (inverno) e
10/10/2019 (primavera), para analises de compostos fendlicos totais, proteinas e
atividade antioxidante (ABTS e DPPH). A escolha desses gendtipos foi realizada
com base nos resultados de enraizamento e produtividade (VIEIRA et al., 2021).

Para a 22 parte do estudo (andlise metabolémica), a coleta foi realizada
somente em 11/04/2019 (outono), a partir dos gendtipos EC24, EC26, EC50 e BRS,
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sendo que a escolha dos gendtipos foi realizada com base em resultados prévios de
enraizamento constatados por Vieira et al., (2021), onde foram selecionados os
genotipos com menor e maior porcentagem de enraizamento (EC50= 5%; EC26=
10%; BRS=60% e EC24=72.5%).

Ja para a 32 parte do estudo (avaliagdo da produtividade de massa verde
total- folhas e ramos), foram avaliados todos os 15 gendtipos, no momento da coleta
das brotagcdes em cada estacdo, onde a poda das minicepas foi realizada mantendo-
se de 20% a 30% de folhas para a manutengao da atividade fisiologica das plantas.
A massa verde total foi determinada com auxilio de balanga de precisao logo apds a
colheita.

Avaliou-se cinco parcelas de cinco minicepas por repeticdo, totalizando 25
minicepas por genoétipo e a produgcdo de massa verde foi expressa em gramas por
metro quadrado (g mw), considerando 44,44 minicepas por metro quadrado
(espagamento 0,15 x 0,15 m entre minicepas). As colheitas foram realizadas nos
dias 04/02/2019 (verao), 11/04/2019 (outono), 11/07/2019 (inverno) e 10/10/2019
(primavera), com intervalo entre poda e colheita de 77, 56, 91 e 91 dias,
respectivamente. A temperatura do ambiente de cultivo durante o periodo do
experimento € apresentada na Figura 2.

A produtividade anual foi calculada pelo somatério da produgao das quatro
colheitas, extrapolando os resultados para t ha™' ano™! e considerando uma area util
de 70% (descontando os espacos dos corredores entre canaletas e estradas
necessarios para o manejo das plantas neste sistema de cultivo), conforme a

metodologia utilizada por Aguiar (2021).

FIGURA 2 — TEMPERATURAS MINIMAS, MAXIMAS E MEDIAS (°C) EM ESTUFA DE CULTIVO
SEMI-HIDROPONICO ENTRE OS MESES DE DEZEMBRO/2018 A OUTUBRO/2019.
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Fonte: O autor (2021).
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5.2.2 Preparagao do extrato aquoso de erva-mate para analises quimicas

Amostras com 25 miniestacas (comprimento médio de 5 cm com um par de
folhas) foram retiradas para preparar o extrato aquoso usado para a caracterizagéao
fitoquimica e atividade antioxidante. A quantidade total de material vegetal foi seca
em forno micro-ondas por aproximadamente 5 minutos (1000- W, 2.450 MHz) e
posteriormente triturada em moedor de laboratério (classificado como moagem fina -
peneira 0,25 mm), e armazenada no freezer (-20°C) até a extragdo (TOMASI, 2020).

Para preparar o extrato aquoso, 0,1 g do material vegetal foi pesado e
acondicionado em microtubos e acrescidos 2 mL de agua ultrapura. A solugao foi
agitada em vortex por 30 s e incubada por 1 h, a 60°C e 450 rpm usando
equipamento Thermomixer®. Os extratos aquosos foram filtrados em Filtro de 0,22
Mm e usados para determinar a capacidade antioxidante pelos métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS [2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido)],
teores de fendlicos totais e analises cromatograficas (cafeina e teobromina). A
extracdo foi realizada em triplicata e o valor médio foi usado para analises
estatisticas. O teor de umidade das amostras foi determinado em triplicada, com
secagem em estufa a 105°C até massa constante (Método 920.151 - AOAC, 2000).

5.2.3 Atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e proteinas

A capacidade antioxidante dos extratos aquosos por radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), foi verificada conforme o método descrito por Brand-Williams
et al. (1995) com modificagdes. Uma quantidade de 0,1 mL de extrato aquoso foi
adicionada em 3,9 mL de DPPH diluido em metanol (0,06 mmol L") (ajustada para
absorbancia de 0,5 + 0,05 nm). A solugéo foi mantida no escuro por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds este periodo, a absorbancia foi determinada a 515 nm.

A atividade antioxidante dos extratos via radicais livres ABTS [2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido)] foi verificada pela reacao de 10 mL de ABTS
(7 mmol L") com 176 yL de persulfato de potassio (140 mmol L') no escuro a
temperatura ambiente durante 16 horas. Uma aliquota de 1 mL dessa solucéo foi
adicionada em 100 mL de tampao de acetato de sddio (20 mmol L") e pH 4,5. A
absorbancia foi ajustada para 0,7 + 0,05 nm e 3 mL foram adicionados a 30 uL de

extrato. Apdés 2 horas (no escuro), a absorbancia foi entdo determinada em
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espectrofotometro a 734 nm (RE et al., 1999; YIM et al., 2013) com modificagbes
(TOMASI, 2020).

A atividade antioxidante para ambos os métodos foi estimada usando uma
curva analitica  Trolox  (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido-carboxilico)
(intervalo de 0-1000 e 0-2500 mg L', para DPPH e ABTS, respectivamente). Os
resultados foram expressos em pmol de capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox por grama de amostra seca (UmoITEAC g').

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu conforme descrito por Singleton e Rossi (1965),
com pequenas modificagbes. Uma aliquota de 0,1 mL de extrato aquoso foi
adicionada em balédo volumétrico, seguida da adicdo de 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteu e 5 mL de agua destilada. A solugao foi agitada em vortex por 1 minuto e
na sequéncia adicionou-se 2 mL de solu¢ao aquosa de Na2CO3 a 15%. A solucao foi
agitada novamente por 30 segundos e o volume foi ajustado para 10 mL com agua
destilada. A solugdo foi mantida no escuro por 2 horas e posteriormente a
absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro a 760 nm. A curva padréao foi
obtida com acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdico) entre as concentragdes de
0,25 e 10 mg L' e os resultados expressos em mg equivalentes ao acido galico por
grama de amostra seca (MgEAG g™).

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de combustao total,
realizado em um analisador CHNS (Analisador Elementar modelo Vario Macro
Cube), sendo o conteudo de proteina determinado multiplicando o teor de nitrogénio
total pelo fator 6,25 (fator universal). Os resultados foram expressos como mg de

proteina por grama de tecido vegetal seco (mg g').

5.2.4 Avaliagao do conteudo de cafeina e teobromina por cromatografia liquida

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatografo liquido
Shimadzu® (UFLC), controlado pelo Software LC Solution e equipado com injetor
automatico e detector de UV (SPD-20A). Para a separagdo 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®. O volume de
injecao foi de 20 uL do extrato aquoso (TOMASI, 2020).
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A separagao dos compostos no extrato aquoso foi realizada a 30°C com
uma taxa de fluxo de 0,5 mL min'. As fases mdveis consistiram em um gradiente de
eluicdo de agua e acido acético (Alphatec®) (99,9: 0,1 v/v, solvente A) e acetonitrila
(100%, solvente B). O programa de eluicdo de gradiente foi: 0-15min (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),
55-5 (100% B), 75-80 (100-3% B) e 80-95 (3% B), com comprimento de onda em
280 nm (fixo).

A quantificagdo dos compostos cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e teobromina
(3,7-dimetilxantina) foi realizada a partir de curvas analiticas obtidas com padrdes da
Sigma® para cafeina (R? = 0,9933), e teobromina (R? = 0,9827). A identificagdo dos
acidos cafeoilquinicos [acido 3-cafeoilquinico (3-CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-
CQA), acido 5-cafeoilquinico (5-CQA)] também foi realizada com padréo Sigma® e a
semi quantificacao foi obtida a partir de curva analitica entre as concentragdes 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.

5.2.5 Analise metabolémica

A determinagédo dos metabdlitos polares foi realizada segundo a metodologia
de Fiehn et al. (2000), onde todo o processo foi realizado com as amostras
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em ultra freezer (-80°C).

Para a extragdo, 20 mg de amostras trituradas e congeladas foram pesadas
em Eppendorf® de 2 mL, acrescidos de 300 uL de metanol, pré-arrefecido a -20°C,
misturados em Vortex®. Na sequéncia, foram adicionados 30 pL de éster metilico de
acido nonadecadonico (2 mg/mL de estoque em CHCIs) para controle interno
qualitativo para a fase lipidica e 30 yL de '3Ce-sorbitol (utilizada para padronizagao
interna quantitativa para a fase polar). A amostra foi entdo agitada por 15 minutos a
70°C e, posteriormente esfriada até a temperatura ambiente. Apds, foram
acrescentados 200 uL de CHCIs, agitando por 5 min a 37° C. Na sequéncia, 400 uL
de H20 foram adicionados a amostra, misturados em voértex e colocados em
centrifuga por 7 minutos a 12000 rpm.

Duas aliquotas (1/2) da fase polar superior foram transferidas para tubos
eppendorff® conicos de 1,5 mL e secadas em Speed Vac® durante a noite, sem

aquecimento. Por fim, as amostras foram derivatizadas na sequéncia: cloridrato de
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metoxiamina em piridina (50 pL, 20 mg.mL"", 40° C, 90 min) e MSTFA (N-metil-N-
(trimetilsilil)-trifluoracetamida) (50 pL, 40°C por 90 min) e, analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas GC-MS, 1 uL de
solucgao foi injetada por divisédo de fluxo 1:25 (1 min) e a separagao dos compostos
foi realizado com a coluna cromatografica DB-5 (30 m x 0,25 mm Thermo Scientific).
A analise foi realizada com fluxo constante e compensagdo a vacuo com a
temperatura do injetor a 230 °C, linha de transferéncia 250°C e gas de arraste hélio
a 1,0 mL.min-1. A programacao de temperatura interna do forno foi de 70°C com
isoterma de 1 min; e aquecimento 320°C na taxa de 8°C min-1, isoterma final de 18
min. A operagdo do espectrometro de massas decorreu no modo positivo:
eletroionizacdo a 70 eV e temperatura da fonte de ions a 200°C.

No software AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution, NIST) a
identificacdo dos compostos ocorreu por meio dos espectros de massas,
comparagao do indice de retengao (IR), de acordo com a plataforma Golm
Metabolome Database (HUMMEL et al., 2010). As intensidades dos metabdlitos (i.e.,
altura dos picos) foram normalizadas pelo peso das amostras e pelo padrao interno

("3Ce-Sorbitol), usando fragmentos (m/z) caracteristicos de cada composto.

5.2.6 Analise estatistica

As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett (p < 0,05). As variaveis cujas variancias se mostraram homogéneas
foram submetidas a analise de variancia (p < 0,01 e p < 0,05 e as que
apresentaram diferengas significativas pelo teste de F tiveram suas médias
comparadas pelo teste de Tukey. As variaveis que nao atenderam aos pressupostos
de homogeneidade de variancias foram transformadas pelas seguintes equagdes:
Tan(x/100) (compostos fendlicos totais), Log10 (x + 10) (teobromina e 3-CQA) e raiz
quadrada (producao de massa verde) para prosseguir com analise de variancia.

Para os metabdlitos, as variaveis com distribuicdo de probabilidade normal
foram analisadas por meio da ANOVA com teste F (p > 0,05). As variaveis com
outras distribuicbes de probabilidade foram analisadas utilizando GLM (Modelos
Lineares Generalizados) com distribuicdo gama e teste CHISQ (p <0,05). As
comparagoes entre tratamentos e suas interagdes significativas foram avaliadas por

contrastes de Tukey 5%. As variaveis que nao se adequaram ao modelo ajustado
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foram tratadas como ndo paramétricas, e analisadas com o teste Kruskall-Wallis (p <
0,05). Na comparagdo dos clones com diferentes potenciais de enraizamento, os
valores semi-quantitativos dos metabdlitos (discriminantes) foram transformados
para centre log ratio CLR (CoDaPack®). A correlagdo entre os potenciais de
enraizamento foi realizada por meio da analise discriminante (DA) usando Partial
Least Squares (PLS, Unscrambler®), atribuindo os valores -1 para clones com baixo
potencial de enraizamento e +1 para alto. Esta analise é similar a Principle
Component Analysis (PCA), mas utiliza uma nova variavel ou fator para
correlacionar os dados, de modo a explicar ao maximo a sua variacao (ESBENSEN
et al., 2002).

5.3 RESULTADOS

Houve diferencas significativas entre os genoétipos e estacées do ano para
todas as variaveis analisadas. Apenas para a atividade antioxidante via radical ABTS

n&o houve interagdo dupla significativa entre os tratamentos (Tabela 1).

TABELA 1- TEORES DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
(RADICAIS ABTS E DPPH) E PROTEINAS DE MINIESTACAS DE TRES GENOTIPOS DE llex
paraguariensis NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).

Estagao do ano

Genétipo VERAO OUTONO INVERNO PRIMAVERA
Compostos Fendlicos Totais (mg g)
EC21 91,40b A 90,88 b A 95,16 ab A 101,08 a A
EC24 94,17 a A 73,98 bc B 60,10 c B 84,54b B
EC26 97,68a A 91,97 ab A 87,78 b A 88,79b B
--------- ABTS (umoITEAC g)
EC21 1729,82 2053,44 1735,53 2109,09 A
EC24 1817,68 1638,79 1576,15 1592,48 B
EC26 1922,05 1903,85 1765,21 2004,58 A
ab ab b a

_________ DPPH (umoITEAC g™)
EC21 733,71b B 881,94 ab A 785, 79b A 997,76 a A
EC24 968,03 a A 717,03b B 425,63 cB 675,38b B
EC26 902,43 a A 812,43 ab AB 737,47 b A 958,77 a A
--------- Proteinas (mg g')
EC21 115,48 b B 102,91 c AB 98,50cB 126,35aB
EC24 127,23 b A 107,65 c A 111,23 cA 136,38 a A
EC26 107,87 b B 99,26 b B 88,01 cC 136,57 a A

*Médias seguidas de uma mesma letra maiuscula na mesma coluna e mindscula na mesma linha,
nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Anexo 3).

O maior teor de compostos fendlicos totais foi obtido pelo gendtipo EC21 na

estagdo da primavera (101,08 mg g™'), cujo valor ndo diferiu do obtido no inverno. Ja
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o menor teor foi obtido pelo gendtipo EC24 no inverno (60,1 mg g-'), ndo diferindo do
outono e primavera (Tabela 1).

Para atividade antioxidante via radical ABTS, as médias gerais dos
tratamentos mostraram que a primavera apresentou a maior média (2109,09
umoITEAC g), néo diferindo, no entanto, do verao e do outono. Quando verificada a
média geral entre os genotipos, EC24 apresentou valores inferiores aos demais
(1592,48 umolTEAC g') (Tabela 1).

Ja em relagdo a atividade antioxidante via radical DPPH, o maior valor foi
observado no genoétipo EC21 (997,76 umolTEAC g-') na primavera, ndo diferindo do
outono e nem do gendtipo EC26, enquanto que a menor atividade foi obtida pelo
EC24 no inverno (425,63 umolTEAC g') (Tabela 1).

Quanto ao contelido de proteinas, estas variaram de 88,01 a 136,57 mg g
(EC26), no inverno e na primavera respectivamente (Tabela 1).

Em relacao aos teores de cafeina, os extremos, menor e maior valor, foram
observados no genodtipo EC26, onde os teores variaram de 8,40 mg g '(inverno) a
14,17 mg g™'(outono) (Tabela 2).

TABELA 2 - TEORES DE CAFEiNA,ATEOBRO’MINA E ACIDOS CAFEOILQUINICOS (3-CQA, 4-CQA e 5-
CQA) EM MINIESTACAS DE TRES GENOTIPOS DE llex paraguariensis NAS DIFERENTES
ESTACOES DO ANO (2019).

Estagcao do ano

Gendtipo VERAO OUTONO INVERNO PRIMAVERA
Cafeina (mg g*')

EC21 11,68a A 11,68aB 10,19a A 11,65aB
EC24 10,96 a A 11,47 aB 11,00 a A 10,30 a B
EC26 11,22b A 14,17 aA 8,40cB 13,34 a A
--------- Teobromina (mg g*')
EC21 6,73aB 202cA 1,45dB 4,03b B
EC24 9,49aA 228cA 4,03 bA 10,61a A
EC26 5,06aC 1,43¢cB 0,82dC 3,54bB
--------- 3-CQA (mg g™)
EC21 23,85cA 26,30c A 37,74 a A 32,17b A
EC24 16,24 b B 24,04a A 15,70b C 23,78 a B
EC26 22,78 ab A 19,05c B 25,26 aB 20,87 bc C
--------- 4-CQA (mg g
EC21 20,96 a A 15,06 c B 16,41 cA 18,92b A
EC24  14,00abB 15,35 a AB 7.64cB 12,96 b B
EC26 22,80aA 16,99 bc A 1497 cA 17,39b A
--------- 5-CQA (mg g7)
EC21 48,15b A 54,34 ab A 5492 a A 54,47 ab A
EC24 32,75b B 51,64 a A 23,69cB 38,12b B
EC26 52,68a A 54,54 a A 52,47 a A 51,85a A

*Médias seguidas de uma mesma letra mailscula na mesma coluna e mindscula na mesma linha,
nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Anexo 3).
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Quanto ao contetido de teobromina, este variou de 0,82 mg g (inverno) a
10,61 mg g™ (primavera), nos gendtipos EC26 e EC24, respectivamente (Tabela 2).
Com relagéao aos acidos cafeoilquinicos, 5-CQA foi o mais abundante,
seguido de 3-CQA e posteriormente 4-CQA. Os teores de acidos cafeoilquinicos
apresentaram diferengas significativas entre gendétipos e época para quase todas as
interacdes. Apenas para 5-CQA nao se observou diferenca entre os genoétipos no
outono, bem como entre as épocas no gendtipo EC26 (Tabela 2).
Para a variavel produgcédo de massa verde total (folhas e ramos), houve
diferenga significativa entre os gendtipos em todas as estacbes do ano, com os
valores variando de 439,62 a 4224,56 g m=, para os genoétipos EC50 e EC21

respectivamente (Tabela 3).

TABELA 3 - MEDIAS DE MASSA VERDE TOTAL (g m2) COLHIDA DE MINICEPAS DE GENOTIPOS

DE llex paraguariensis NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).

Estacao do ano

Genétipo VERAO OUTONO  INVERNO PRIMAVERA TOTAL
EC21 3570,11 bA  318525cA  2756,97 dA 422456 aA 13736,89
EC26 949,35 bD 1231,25 aD 977,34 bE 1365,96 aC 4523,90
EC27 611,44 bE 999,88 Ae 875,18 aF 784,81 aE 3271,31
EC45 1288,65bC  1705,55aC  1672,95 aB 1483,23 bC 6150,38
EC48 1507,40 aC  1331,64aD  1462,02 aC 1136,24 bD 5437,30
EC54 1204,22 bD 904,27 cF 956,05 cE 1610,26 aC 4674,80
BRS* 653,16 bE 612,42 bG 652,97 bG 977,88 aD 2896,43
EC24 2428,93bB  2790,07 aB 1918,83 cB 244347 bB 9581,30
EC20 710,33 cE 877,81 bF 1098,73 aD 572,14 cF 3259,01
EC28 1064,48 bD  1332,45aD  1262,63 aD 1290,45 aC 4950,01
ECS3 1467,59aC  1199,99bD  1109,22 bD 687,52 cE 4464,32
ECS50 631,63 aE 560,30 aG 656,08 aG 439,62 bF 2287,63
EC44 673,53 cE 576,58 cG 1130,78 bD 1432,28 aC 3813,17
EC38 1092,53 bD  1000,40 bE 764,37 cF 1579,59 aC 4436,89
EC31 1074,74 aD 674,97 bG 1202,55 aD 475,72 cF 3427,98

Médias seguidas de uma mesma letra maiuscula na mesma coluna e minuscula na mesma linha, nao
diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *BRS=
BRS BLD Aupaba.

Quando extrapolado para a produtividade (toneladas/hectare/ano), verifica-
se que o genotipo EC21 proporcionou uma produtividade anual de 96,16 toneladas,
seguido pelo EC24, com 67,07 toneladas. Ja a menor produtividade total foi obtida

pelo gendtipo EC50, com 16,01 toneladas (Figura 3).
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FIGURA 3— PRODUTIVIDADE DE MASSA VERDE (t ha' ano') DE DIFERENTES GENOTIPOS DE
llex paraguariensis EM MINIJARDIM CLONAL SOB SITEMA SEMI-HIDROPONICO (2019).
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*BRS= BRS BLD Aupaba.
FONTE: O autor (2021).

Tratando-se de metabdlitos polares, a analise via CG-EM proporcionou a
extracdo de um total de 90 compostos em extratos metandlicos de miniestacas de
erva-mate; todavia, desse total, 25 compostos nao foram identificados. Sendo assim,
foram identificados 65 compostos, incluindo aminoacidos (17), agucares (12), acidos
(12), (5),
nitrogenados (6), organicos fosfatados (3), ciclitol (1), composto aromatico (1).

organicos agucares acidos compostos fendlicos (8), compostos

A partir dos dados de porcentagem de enraizamento dos gendtipos EC24
(72,5%), BRS (60%), EC26 (10%) e EC50(5%), na estagao do outono (VIEIRA et al.,
2021), cujos dois primeiros genétipos apresentaram porcentagens de enraizamento
superiores, foi realizada analise de DA-PLS correlacionando os potenciais de
enraizamento com os metabdlitos detectados. Na analise de DA-PLS a soma dos
fatores (fungdes) 1 e 2 explica 80% da variagao do sistema, sendo que as amostras
foram agrupadas em dois grupos considerando somente o fator 1 (65% de
variancia), com valores positivos para os clones com alto potencial de enraizamento,
e valores negativos para clones de baixo potencial (Figura 4A). Os metabdlitos
(discriminantes) que apresentaram correlagao >0,7 foram considerados importantes
na do modelo e estdo apresentados na 4B e

construgao Figura

Tabela 4.
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FIGURA 4 — (A) RESULTADOS DA ANALISE DE DA-PLS DOS PERFIS DE GC-MS DO EXTRATO
METANOLICOS DE MINIESTACAS DE llex paraguariensis INDICANDO O AGRUPAMENTO DE
GENOTIPOS COM DIFERENTES RESPOSTAS DE ENRAIZAMENTO; (B) CORRELAGCAO DAS
VARIAVEIS (>70%, ENTRE OS CIRCULOS) EM TERMOS DE CONTRIBUICAO PARA AS
RESPOSTAS OBSERVADAS NA FIGURA A.
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Os numeros correspondem aos compostos presente na coluna ID da tabela 3; EC50= 5% de
enraizamento; EC26= 10% de enraizamentros; BRS= 60% de enraizamento e EC24=72,5% de
enraizamento.

Na Tabela 4 sao apresentados 28 metabdlitos, cujo agrupamento foi
realizado com base na caracteristica de porcentagem de enraizamento dos
gendtipos BRS, EC24, EC26 e EC50 (correlagao > 0,7) (Tabela 4 e Figura 4B).



101

TABELA 4 — METABOLITOS IDENTIFICADOS EM EXTRATO METANOLICO DE MINIESTACAS DE
llex paraguariensis NA ESTACAO DO OUTONO (2019).

GENOTIPO/ ENRAIZAMENTO
EC24/ BRS*/ EC26/ EC50/
ID COMPOSTO CLASSE 72.5% 60,0% 100 % 5.0%
(Mg g™)
35 Ribose Acucares 9,66 a 8,66 ab 5,00 bc 2,66 c
74 Sacarose Acucares |36528,98 a | 9444,03 ab | 6528,38 b 7480,44 b
59 | Acido galactarico Agucares 6,54 a 6,78 a 11,78 a 8,80 a
acidos
7 Valina Aminoacidos 11,00 a 5,00b 3,33 b 6,66 ab
10 Isoleucina Aminoacidos 7,19 a 0,85 a 0,66 a 1,54 a
12 Glicina Aminoacidos 10,66 a 6,33 b 10,66 a 7,00b
16 Alanina Aminoacidos 11,00 a 433 b 3,66 b 7,00 ab
17 Serina Aminoacidos | 235,80 a 58,54 b 29,86 b 112,33 ab
18 Treonina Aminoacidos 43,88 a 561b 8,67 b 9,72 ab
21 Acid,o aspartico Aminoacidos | 394,53 a 126,63 b 47,49 b 82,85b
24 Acido 4- Aminoacidos | 379.27a | 59,87 b 40,07 b 56.22 b
aminobutandico
32 Acido glutamico Aminoacidos | 660,61 a 44521b 202,72 c 203,43 c
37 Asparagina Aminoacidos 8,19 a 5,43 a 1,46 c 0,97 b
44 Glutamina Ami,noécidos 126,01 a 58,69 a 464 c 15,36 b
2 Acido piravico Acidos 10,66 a 6.33b 2,00 ¢ 7.00b
organlcos
3 Acido latico Acidos 10,66 a 4,00 b 466 b 6,66 ab
organlcos
4 Acido glicdlico Acidos 10,66 a 6,33 ab 400 b 500 b
organlcos
46 | Acido chiquimico Acidos 66.89 a 38,18 a 65,66 a 23,08 a
orgamcos
50 Acido quinico Acidos —|aaan129a (1125144 b | 812453b | 9102,02 b
_ organicos
81 _Acido-3- Compostos | 14147, | 18859a | 10675a 5571a
cafelqlqumlco (cis) fendlicos
83 ~Acido-5- Compostos | 514364 | 36054a | 367092 | 172115a
cafeiolquinico (cis) fenolicos
88 Quercetina Compostos | 5474, 44,59 a 64,23 a 69,23 a
] fendlicos
89 _ Acido-5- Compostos 140790714 | 1801571b [10996,28 b | 12079.26
cafeiolquinico (trans) fendlicos b
1 | 2 - hidroxipiridina Composto | g5 55 4 8,01b 7.15b 14,17 b
nitrogendo
8 Etanolamina Composto |44 49 4 5,66 b 2,00 ¢ 7.33b
nitrogendo
67 | Frutose-6-Fosfato | Ordanicos | g4y 3.05b 7244 437 ab
fosfatados
69 | Manose-6-Fosfato | Or9aNCoS | 5944 479 a 9,97 a 6,96 a
fosfatados
6 Acido Benzilico Compostos | 4 45 7,00 ab 2,66 b 6,00 ab
aromaticos

Médias seguida por letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si. *: BRS BLD
Aupaba.
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Dentre os metabdlitos correlacionados com os diferentes gendtipos,
predominam 11 aminoacidos, seguidos por cinco acidos organicos, quatro
compostos fendlicos, trés acgucares, dois compostos organicos fosfatados, dois

compostos nitrogenados e um composto aromatico (Tabela 4).

5.4 DISCUSSAO

De modo geral, os componentes quimicos presentes nos extratos de erva-
mate apresentaram uma grande variagdo na sua composi¢ao entre os genotipos
estudados e diferentes estagdes de coleta do material. Houve interagao significativa
com a estacdo do ano, bem como diferentes respostas entre os gendtipos. O
gendtipo EC21 apresentou os maiores teores de compostos fendlicos totais na
primavera (101,08 mg g') e inverno (95,16 mg g''), enquanto que os menores teores
foram obtidos no verdo (91,4 mg g™'). Por outro lado, para o genétipo EC26 ocorreu
o inverso, com maiores valores encontrados no verdo (97,68 mg g-') e outono (91,97
mg g7).

Resultados semelhantes em relagcdo aos teores de compostos fendlicos
totais observados no presente estudo foram obtidos por Duarte et al. (2020), os
quais observaram que a tosta do mate resulta na diminuicdo dos teores de
compostos fendlicos totais. Desta forma, a sele¢cdo de gendtipos com maiores teores
pode garantir uma maior concentragdo de fendlicos totais apds o beneficiamento da
erva-mate, ressaltando que no presente estudo a secagem das amostras de erva-
mate foi realizada em micro-ondas.

Considerando que existe uma correlagdo negativa entre compostos fendlicos
e indices de enraizamento de miniestacas (VIEIRA et al., 2021) e que pesquisas
demonstram que alguns compostos fendlicos (especialmente monofendis), podem
ocasionar a inibicdo da inducao radicial (SHANG et al., 2017), o comportamento do
perfil fitoquimico durante as estacbes do ano pode ser uma importante ferramenta
no estudo da propagacao da espécie, de modo que, por exemplo, um determinado
gendtipo que produz menor conteudo de compostos fendlicos em uma determinada
época, podera proporcionar melhores taxas de enraizamento. Assim sendo, 0s
protocolos de propagacao para o gendtipo especifico podem fazer parte de um

planejamento da produgao e manejo em uma e€poca apropriada.
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Da mesma forma, no manejo para a produgdo de massa verde e compostos
de interesse, um genotipo especifico podera produzir mais ou menos compostos,
conforme a época, podendo adequar-se a época apropriada para a colheita da
matéria-prima conforme as caracteristicas desejadas pela industria. Tomasi (2020),
observou que o gendtipo de erva-mate EC22 [classificado como descafeinado (teor
de cafeina de, no maximo, 0,1% de cafeina)], cultivado em sistema semi-hidropénico
com diferentes doses de N, apresentou teores de cafeina variavel conforme a época,
sendo que no verdo, o genotipo apresentou maiores valores de cafeina, sendo
considerado cafeinado.

Para os antioxidantes expressos pelo radical ABTS, o maior valor observado
foi pelo genodtipo EC21 (2109,09 umol g'), que por sua vez nao diferiu
significativamente entre os demais. Por outro lado, quando observadas as médias
gerais entre os genotipos, verificou-se que o gendtipo EC24 apresentou atividade
antioxidante inferior aos demais (1656,28 ymol g').

A atividade antioxidante expressa pelo radical DPPH variou de 425,63 pmol
g (EC24/inverno) a 997,76 umol g' (EC21/primavera). Isso significa que embora
estudos com erva-mate tenham mostrado que os teores de antioxidantes tenham
baixa herdabilidade, estando associados em maior parte com o ambiente
(CARDOZO JUNIOR et al., 2007), os gendtipos de erva-mate apresentam diferentes
exigéncias quanto aos fatores ambientais que influenciam na sintese de
antioxidantes.

Em relacido aos teores de proteinas totais, na primavera foram constatados
os maiores teores (126,35 a 136,57 mg g™') em tecidos de miniestacas de erva-mate
em todos os gendtipos estudados. No inverno, por sua vez, foram verificados os
menores teores (88,01 a 111,23 mg g™'). E importante mencionar que as proteinas
sao compostos bioquimicos envolvidos no enraizamento, as quais atuam na diviséo
e diferenciacao celular (HUSEN, 2008), bem como no controle da biossintese de
auxinas e outros processos fisiologicos, especialmente com fungdo enzimatica
(SAIRANEN et al., 2012).

Apesar de nao apresentar uma resposta semelhante para todos os
genotipos avaliados, é importante mencionar que para o EC21 e EC24, os maiores
indices de enraizamento foram obtidos na primavera, estacdo em que foram
quantificados os maiores teores de proteinas (126,35 e 136,38 mg g7,

respectivamente).
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Para todos os gendtipos, os teores de proteinas quantificados na primavera
(12,6 a 13,7%) foram superiores aos relatados por Braghini et al. (2014), que
obtiveram valor maximo de 11,83% avaliando a erva-mate comercial de cinco
marcas de chimarrao.

Os teores de cafeina quantificados nas diferentes estacbes se mantiveram
estaveis para os genotipos EC21 e EC24, com valores proximos, caracterizados por
apresentarem teores de média cafeina (10 a 15 mg g'). J&4 o gendtipo EC26,
apresentou variagdes durantes as estagdes, com teores de baixa (2 a2 9,99 mgg') a
média cafeina (10 a 15 mg g™).

Os resultados do presente estudo diferiram dos obtidos por Duarte (2020),
que avaliando os valores de cafeina e teobromina em folhas dos gendtipos EC21 e
EC24 (mesmos do presente estudo) em condi¢gbes de cultivo a campo, observou
variacbes de media a alta cafeina durante as estacbes. Desta forma, o sistema de
cultivo e a aplicagdo de gendtipos quanto a composi¢cdo quimica sao fatores
importantes a serem considerados no cultivo de gendétipos de erva-mate visando
uma composicao diferenciada.

Schubert et al. (2006) também observaram diferengcas nos teores de
metilxantinas em erva-mate e afirmam que o conteudo total de tais compostos é
maior na época do verao, reduzindo-se no inverno. De modo semelhante, Coelho,
Athayde e Schenkel (2001) constataram maiores quantidades de cafeina
(14,83 mg g') e teobromina (3,50 mg g') em amostras coletadas no verdo quando
comparadas as coletadas no inicio da primavera (4,94 mg g' e 085 mg g
respectivamente). Todavia, ndo é possivel afirmar uma tendéncia semelhante no
presente estudo, uma vez que houve diferentes respostas entre os genétipos.

Com relagcdo a producao de massa verde, esta foi extremamente alta
quando comparada com a producao a campo. O sistema de produgao de erva-mate
“Erva 20” desenvolvido pela Embrapa, indica a possibilidade de obtencdo de uma
produtividade de 20 t ha™' (em condigbes de campo), atingivel em ervais comerciais
bem manejados (com alto grau de adogao tecnoldgica) e com colheitas realizadas
em um intervalo de 18 meses (PENTEADO JUNIOR; GOULART, 2019). Os
resultados observados na presente pesquisa mostram que o gendtipo EC21
possibilita a produgdo superior a 190 t ha’ em 24 meses, ou seja, considerando

proporcionalmente os 18 meses, seriam 6,1 vezes a mais do que o proporcionado
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pelo Erva20 (em condigdes de campo), sem contar que o sistema semi-hidropénico
é possivel organizar continuas colheitas ao longo do ano.

Dos gendtipos avaliados, todos apresentaram produtividade superior a 20
toneladas em sistema semi-hidropdnico em apenas 12 meses, com excegao do
EC50, que foi de 16,01 t. Quando comparado as produtividades maximas de erva-
mate comercial (folhas e galhos finos, com diametro menor que 7 mm) em cultivo
convencional, os estudos mostram produtividades que variam de 10,5 t ha™' ano™
(SANTIN et al., 2017) a 14,5t ha™’ ano™ (SANTIN et al., 2014).

Varios estudos tem sido realizados para avaliar a utilizagéo do sistema semi-
hidropbnico para a produtividade de propagulos vegetativos (miniestacas)
(WENDLING, DUTRA GROSSI, 2007; WENDLING, DUTRA, 2008; PIMENTEL et al.,
2019). Todavia, a utilizagdo desse sistema visando a produgdo de massa verde
(folhas e ramos) para a industria, tem sido pouco discutido, talvez principalmente
pelo fato de exigir um maior custo inicial com estrutura e insumos, bem como o
desconhecimento de gendtipos que viabilizem este sistema. No entanto, com esse
estudo, verificou-se que alguns gendtipos apresentam alta capacidade de produgéo
de massa verde, possibilitando um sistema com fornecimento de matéria prima
constante durante o ano.

O gendtipo EC21 foi superior aos demais em todas as estagbes, com
diferencas de produtividade de até 5 vezes maior (9616 t ha' ano™). Esta
caracteristica mostra que esse material apresenta uma produtividade excepcional e
diferenciada, merecendo uma atencao especial para ser inserido como cultivar
comercial.

Além da alta produtividade proporcionada pelo EC21, este gendtipo também
apresentou uma boa capacidade de enraizamento quando comparado aos demais
(60%) (VIEIRA et al., 2021), caracteristica de grande importancia para a propagagao
vegetativa em grande escala.

Aguiar (2021), avaliou a produtividade de massa verde no mesmo sistema,
verificou que o cultivo de erva-mate em sistema semi-hidropdnico pode resultar em
alta produtividade de massa comercial; no entanto, a autora obteve produtividade
maxima de 36,91 t ha™’ ano™' com o gendtipo EC40, inferior & obtida pelos gendtipos
EC21 (96,16 t ha' ano™), EC24 (67,07 t ha! ano™), EC45 (43,05 t ha™ ano™) e
EC48 (38,06 t ha™ ano™) no presente estudo.
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Embora o sistema semi-hidropdnico em estufa possa apresentar um alto
investimento inicial quando comparado ao sistema de producéo tradicional, fica
evidente que a alta produtividade observada por alguns genoétipos pode compensar.
Sendo assim, este pode ser um sistema inovador e diferenciado para a producgao de
massa verde de erva-mate utilizando genotipos altamente produtivos.

E conveniente mencionar também a importancia de se estudar a formulacgéo
de solugbes nutritivas (WENDLIG; DUTRA, 2008) para cada gendtipo visando a
produtividade de massa verde, visto que os diferentes gendtipos apresentam
diferentes respostas e exigéncias. Além disso, a nutricdo pode influenciar também
na composig¢ao bioquimica das plantas (TOMASI, 2020).

Em relagdo aos metabdlitos, embora a andlise de DA-PLS (Figura 4) tenha
possibilitado um agrupamento dos compostos com base nos resultados de
enraizamento dos genotipos, a analise estatistica (Tabela 4) de cada composto
mostrou que apenas 0s aminoacidos Asparagina e Glutamina apresentaram
diferenca significativa entre os dois grupos de gendétipos. Os gendtipos EC24 (72,5%
de enraizamento e 126,01 ug g’ de glutamina) e BRS (60% de enraizamento e
58,69 ug g’ de glutamina) apresentaram valores superiores ao EC26 (10% de
enraizamento e 4,64 ug g-' de glutamina) e EC50 (5% de enraizamento e 15,36 ug g
' de glutamina). Resposta semelhante foi observado para a asparagina.

Glutamina e asparagina sdo associadas como compostos envolvidos no
transporte de N na planta, sendo os principais produtos da assimilacdo do N,
(KERBAUY,2004). Schwambach et al. (2015) avaliaram a aplicagéo de glutamina e
asparagina como fontes de nitrogénio em um estudo com microestacas de
Eucalyptus globulus e constataram que o uso de acido glutamico, glutamina ou
asparagina promoveu maior numero de raizes, porem de menor comprimento.

Considerando que a biossintese de glutamina é a etapa chave da
assimilagao de nitrato nas plantas (JOY, 1988; TAIZ et al., 2017) e trata-se de uma
fonte de nitrogénio inorganico para a sintese de aminoacidos, a translocacao
basipeta de glutamina € um processo importante para atender a demanda das
células durante a formacéo da raiz (AHKAMI et al., 2009).

Embora tais aminoacidos tenham importantes fung¢des fisiologicas, os
mesmos nao sao frequentemente associados diretamente ao enraizamento
adventicio, ndo havendo até entao relatos desses componentes no enraizamento da

erva-mate. Sendo assim, estudos mais especificos com esses compostos, bem
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como a aplicagdo exogena de reguladores vegetais podem ser interessantes na
busca de melhores indices de enraizamento para alguns genétipos.

Outro componente que merece ser mencionado é o agucar sacarose, onde
novamente o gendtipo EC24 (36528,98 ug g') apresentou resultado superior a
EC26 (6528,38 ug g') e EC50 (7480,44 ug g'). O gendtipo BRS, entretanto, ndo
diferiu dos demais, ndo apresentando uma resposta precisa que explique a
influéncia direta desse composto sobre os indices de enraizamento. Todavia, sabe-
se que durante a iniciagao radicial ocorre a diferenciacao celular, que por sua vez,
envolve a divisao celular e o aumento do numero de células, requerendo energia e
moléculas de carbono, sendo a sacarose uma importante fonte de carbono (AHKAMI
et al., 2009).

Estacas com altos teores de carboidratos geralmente resultam em melhores
porcentagens de enraizamento, sendo que a presenga de carboidratos influencia na
resposta de enraizamento por serem fonte de carbono e de energia necessaria para
a atividade bioquimica (HARTMANN et al., 2011).

Quanto aos demais compostos, EC24 apresentou valores superiores para 0s
compostos acido 4-aminobutandico (379,27 ug g'), acido glutamico (glutamato)
(660,61 ug g'), acido piravico (10,66 ug g), acido quinico (66801,29ug g'), acido-
5-cafeiolquinico (trans) (66790,71 ug g') e etanolamina (11,00 pug g'). Embora
tenha apresentado maiores valores desses compostos, seus indices de
enraizamento ndo diferiram de BRS, que por sua vez, ndo diferiu dos gendtipos de
baixo enraizamento em relacdo a esses compostos. Sendo assim, ndao é possivel
afirmar uma relacdo direta desses compostos com o enraizamento.

Todavia, € importante ressaltar que alguns compostos presentes em maiores
quantidades possivelmente podem ter tido uma agao indireta com o enraizamento.
Por exemplo, a maior presenga de acido-5-cafeioilquinico (trans), presente no
genotipo EC24 (66790,71 ug g'), foi de até cinco vezes maior quando comparada
aos demais, enquanto que os teores de acido quinico (66801,29 ug g'), foram até
sete vezes maiores. Sendo assim, destaca-se um possivel beneficio destes
compostos no enraizamento adventicio, recomendando-se estudos mais especificos
com estes componentes.

Uma possivel agao de tais compostos, pode ser a atuagao destes na inibigao

da atividade de enzimas degradadoras de IAA. Conforme Shiozaki et al. (2013), os
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acidos clorogénicos, por exemplo, previnem a degradagcdo das auxinas pelas
peroxidases, auxiliando no enraizamento.

A maior presencga de acido piruvico também foi observado no genétipo EC24
(10,66 pg g'). O acido pirtvico esta relacionado diretamente com o inicio do ciclo de
Krebs (TAIZ et al., 2017), entdo certamente uma planta com maior atividade
metabdlica, pode gerar maiores quantidades de compostos, os quais participardo de
importantes rotas metabdlicas, resultando ao final, em melhores porcentagens de
enraizamento como um todo.

O acido glutadmico (glutamato), por sua vez, também encontrado em maior
teor no EC24 (660,61 ug g'), desempenha papel semelhante ao da glutamina, no
transporte de N na planta.

Além do potencial de enraizamento, é importante ressaltar a importancia de
estudos que avaliem o potencial alimenticio da erva-mate com énfase em seus
compostos. Verificou-se, por exemplo, a presenga de quatro aminoacidos essenciais
nas amostras de erva-mate (valina, isoleucina, treonina e fenilalanina), trazendo um
destaque em seu valor alimenticio. A diferengca de concentracdo dos aminoacidos
nos diferentes gendtipos de erva-mate também se mostrou uma caracteristica
importante na selegao de gendtipos de interesse industrial e farmacéutico.

Cabe destacar também o potencial proteico encontrado na erva-mate (até
136,57 m g nesse estudo). Conforme Borges et al. (2010), além do aspecto
quantitativo de proteinas, deve-se levar em consideragao o aspecto qualitativo, ou
seja, o valor nutricional, que dependera da composi¢cdo, digestibilidade,
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, auséncia de toxicidade e de fatores
antinutricionais.

Dada a importancia de tais compostos para a alimentacdo, a selecdo de
genotipos com alta produtividade de massa verde em combinagdo com a qualidade
dos compostos quimicos pode ser uma excelente ferramenta para a aplicacao

comercial.
5.5 CONCLUSOES
Os teores de proteinas e compostos fendlicos totais, bem como a atividade

antioxidante via radical DPPH, de miniestacas de erva-mate, variam de acordo com

0 gendtipo e a estagdo do ano.
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Maiores porcentagens de enraizamento podem estar associadas com as
maiores concentragdes dos aminoacidos glutamina e asparagina.
Em cultivo semi-hidropénico, foi comprovado que ha a possibilidade de

obtengdo de produtividade de massa foliar da ordem de 96,16 t ha™' ano".
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6 CONCLUSOES GERAIS

Conforme os resultados do presente estudo, verificou-se que o enraizamento
adventicio e o perfil fitoquimico de miniestacas de erva-mate sdo dependentes do
genotipo.

A retencgao foliar € um fator relevante no enraizamento de miniestacas de
erva-mate e os teores de compostos fendlicos totais, antioxidantes e teobromina
presentes nas miniestacas sao componentes negativos para o enraizamento
adventicio de llex paraguariensis.

O gendtipo EC31 apresenta altos teores de compostos fendlicos totais,
proteinas, cafeina e alta atividade antioxidante.

Gendtipos como EC50, que apresenta altos teores de compostos fendlicos
totais, proteinas e atividade antioxidante; e EC44, que possui alto conteudo da
teobromina, apresentam perfil quimico interessante, no entanto tém um desempenho
de enraizamento insatisfatério.

A necessidade de aplicacédo de IBA € uma variavel dependente do gendtipo e
da estagdo do ano de coleta dos propagulos, sendo que outono é a estagdo com
maior necessidade de aplicacédo de IBA para o enraizamento adventicio.

A aplicacdo de IBA pode proporcionar maior numero e comprimento de
raizes/miniestaca para alguns genotipos de erva-mate;

A primavera foi a estacdo que proporcionou os maiores indices de
enraizamento para o maior numero de gendtipos de erva-mate estudados;

O gendtipo EC21 proporcionou maior produtividade de miniestacas/minicepa.

Os teores de proteinas e compostos fendlicos totais, bem como a atividade
antioxidante via radical DPPH, de miniestacas de erva-mate, variam de acordo com
0 gendtipo e a estacdo do ano.

Maiores porcentagens de enraizamento podem estar associadas com as
maiores concentragdes dos aminoacidos glutamina e asparagina.

Em cultivo semi-hidropénico, foi comprovado que ha a possibilidade de

obtencao de produtividade de massa foliar da ordem de 96,16 t ha-! ano™.



114

7 CONSIDERAGOES FINAIS E RECOMENDAGOES FUTURAS

De modo geral, genoétipos de erva-mate apresentam caracteristicas
especificas quanto a composi¢cao quimica, produtividade, propagacao, necessidade
de utilizacdo de reguladores vegetais, sazonalidade, intervalo entre colheitas, dentre
outros aspectos.

As diferengas encontradas entre gendtipos, exigem estudos continuos e
especificos, visto que cada gendtipo responde de maneira diferente aos estimulos
proporcionados. Nesse sentido, o presente estudo contribuiu para um melhor
entendimento da propagacéo vegetativa da erva-mate, bem como para compreender
a possivel relagdo de alguns compostos bioquimicos que podem influenciar direta e
indiretamente na inducao radicial.

Gendtipos altamente produtivos e com caracteristicas quimicas
diferenciadas podem resultar em produtos diferenciados de grande interesse para a
industria da erva-mate. Assim, o conhecimento das caracteristicas de cada gendtipo
quanto a exigéncia nutricional, forma de cultivo, poda, propagac¢ao, dentre outros
fatores, resultam em melhores respostas para a eficiéncia na multiplicagao e cultivo
da erva-mate.

Varios gendtipos avaliados no presente estudo apresentaram baixo indice de
enraizamento e alta mortalidade, o que implica em dificuldades na sua multiplicagao
a nivel comercial. Tendo em vista que tais gendtipos foram previamente
selecionados a campo pelas suas caracteristicas de interesse, existe a necessidade
de novos estudos visando melhorar estas respostas. Visto isso, recomenda-se
estudos avaliando maiores concentracdes de IBA, diferentes padrdes de miniestacas
(diferentes tamanhos e numero de folhas), substratos, ambiente de enraizamento,
tempo de permanéncia, nutrigdo diferenciada das plantas matrizes (com boro e zinco
por exemplo), dentre outros tratamentos.

O gendtipo EC31, por exemplo, apresentou uma composi¢gao quimica
interessante quando comparado aos demais, no entanto apresentou indice maximo
de enraizamento em torno de 30%, e mortalidade de até 65%. Esse mesmo gendtipo
apresentou apenas 2,5% de enraizamento no verdo. A partir destas informacdes
recomenda-se estabelecer tratamentos e estratégias para diminuir a mortalidade e

aumentar o enraizamento deste material.
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A producdo de massa verde em sistema semi-hidropdnico se mostrou
diferenciada e com resultados inéditos, na qual futuramente podera vir a ser um
sistema de cultivo visando a producédo de matéria prima para industria da erva-mate.
Para isso recomendam-se novos estudos com: viabilidade econdémica, tempo ideal
para a colheita, avaliagao de solugdes nutritivas, bem como a aceitagcédo industrial de
produtos originados desse sistema.
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ANEXOS

ANEXO 1. RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA PARA PORCENTAGEM DE
MINIESTACAS COM RAIZES (R), NUMERO MEDIO DE RAIZES POR MINIESTACA (NR),
COMPRIMENTO MEDIO DE RAIZES POR MINIESTACA (CMR), PORCENTAGEM DE
MINIESTACAS COM CALOS E SEM RAIZES (C), PORCENTAGEM DE MINIESTACAS
COM CALOS E RAIZES (CR), PORCENTAGEM DE MINIESTACAS VIVAS (V),
PORCENTAGEM DE MINIESTACAS MORTAS (M) E PORCENTAGEM DE RETENGAO
FOLIAR (RF) DE 15 GENOTIPOS (GEN.) DE llex Paraguariensis APOS 120 DIAS EM
CASA DE VEGETAGAO (2019).

Fonte de variagao GL

Quadrado médio
R NR CMR C CR \"] M RF
Genétipo (GEN) 14  1994,52**  21.69* 502%* 118571**  849,52**  0,12** 0,23**  2460,24**

CV (%) 52,13 81,29 69,28 54,01 90,65 15,81 14,35 31,01
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05); CV:
coeficiente de variagao.

ANEXO 2. RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA PARA COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS (TP), CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (METODOS ABTS E DPPH) E TEORES DE
PROTEINAS, CAFEINA E TEOBROMINA EM MINIESTACAS DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE llex paraguariensis.

Fonte de variagao GL

Quadrado médio

TP ABTS DPPH  PROTEINA CAFEINA  TEOBROMINA
Genétipo (GEN) 14 382,15%*%  325477,24% 24827, 41%%  74920%*  61,03%* 5,32%*
CV (%) 475 19,79 10,85 2,05 2,75 5,40

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05); CV:
coeficiente de variagao.

ANEXO 3. RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA PARA TEORES DE COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS (TP), ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (RADICAIS ABTS E DPPH) E
PROTEINAS DE MINIESTACAS DE TRES GENOTIPOS DE llex paraguariensis NAS
DIFERENTES ESTACOES DO ANO (2019).

Fonte de variacao GL

Quadrado médio

TP ABTS DPPH PROTEINA
Estagao (EST) 14 0,16**  391984,22" 99699,88**  1405,01**
Genétipo (GEN) 14 0,45**  268892,87** 95838,86**  354,52**
EST * GEN 14 0,11**  70001,33"S 58694,71** 70,06**

CV (%) 8,24 9,72 8,54 2,70
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05); ns:
nao significativo (p >=.05); CV: coeficiente de variagao.

ANEXO 4. RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA PARA TEORES DE CAFEINA,
TEOBROMINA E ACIDOS CAFEOILQUINICOS (3-CQA, 4-CQA e 5-CQA) EM
MINIESTACAS DE TRES GENOTIPOS DE llex paraguariensis NAS DIFERENTES
ESTACOES DO ANO (2019).

Quadrado médio

Fonte devariagdo  GL "/ \FEINA TEOBROMINA 3-CQA 4-CQA 5-CQA
Estagao (EST) 14 10,70** 0,49** 0,01** 59,17** 179,49**
Genétipo (GEN) 14 219* 0,29** 0,09** 119,10** 1072,69**
EST * GEN 14 576" 0,02** 0,02** 14,69%* 132,86**
CV (%) 6,17 3,93 1,51 5,61 6,31

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05); ns:
nao significativo (p >= .05); CV: coeficiente de variagao.



