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RESUMO

A llex paraguariensis A.St. Hil (erva mate) € uma espécie nativa da regiao Sul
da América do Sul, amplamente difundida pelo consumo de suas folhas na forma de
infusdo (cha, tereré ou chimarrdo). Suas caracteristicas quimicas conferem aplicagoes
importantes ndo s6 para a industria de alimentos e bebidas, mas também para a
industria farmacéutica e cosmética, que vem desenvolvendo produtos a partir de
extratos obtidos das folhas desta espécie. Para que estas industrias possam
desenvolver esses produtos de forma reprodutivel e sustentavel, a padronizacdo da
matéria-prima utilizada faz-se necessaria. Essa padronizagao, por sua vez, pode ser
obtida por meio da selecdo de gendtipos (clones) especificos de erva mate,
propagados a partir de técnicas como a miniestaquia, que propiciam a maior regulacao
dos perfis fitoquimicos desejados. Diferentes gendtipos, porém, apresentam variagoes
metabdlicas que podem influenciar direta ou indiretamente o enraizamento das
miniestacas produzidas, impactando a produtividade deste processo de propagacao
vegetativa. Neste contexto, de forma a avaliar a potencial correlagdo entre os
compostos encontrados nas folhas das miniestacas propagadas com a respectiva
resposta de enraizamento, um estudo do perfil de metabdlitos polares foi realizado
para 2 clones distintos de erva mate: EC24 e EC50, com caracteristicas de alta e baixa
performance de rizogénese, respectivamente. Durante a produgao das miniestacas (n
= 60 para clone), parte das respectivas folhas foi coletada e armazenada em freezer
a -80°C para posterior selegcao e andlise de seus metabdlitos. Apdés um periodo de
120 dias em casa de vegetacgéo, as miniestacas foram avaliadas quanto as respostas
de enraizamento e morte, sendo definidas as 5 amostras biolégicas selecionadas para
o estudo, referentes a cada resposta e a cada clone estudado (total = 20 amostras
bioldgicas). Os metabdlitos polares das folhas das miniestacas selecionadas foram
extraidos, derivatizados e analisados por CG-EM, em duplicata (total = 40 amostras
quimicas). A identificacdo dos compostos foi executada por meio do software AMDIS,
utilizando biblioteca de espectros de massas e de indices de retengdo, enquanto a
quantificacao foi realizada por meio do software XCalibur, a partir da padronizagao
interna realizada com '3C-Sorbitol. As analises estatisticas dos dados foram
realizadas de forma multivariada (PCA) e univariada pelo software R. Os resultados
indicam que a condigdo foliar € um fator importante para o enraizamento da
miniestacas, e que ha uma correlagdo positiva entre os niveis de sacarose e a
diferenciacao entre clones e seu enraizamento. O mioinositol, por sua vez, destacou-
se como um metabdlito importante para a rizogénese de ambos os gendtipos
estudados. Os derivados hidroxicindmicos como o acido clorogénico, por fim, foram
evidenciados como metabdlitos importantes para o enraizamento do clone de baixa
performance (EC50), indicando o seu potencial de uso no aprimoramento da técnica
de propagacgao por miniestaquia aplicada a producao de erva mate.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Miniestaquia. Enraizamento. Metabdlitos
polares. CG-EM.



ABSTRACT

llex Paraguariensis A.ST. Hil (Yerba mate) is a native species of the southern
region of South America, widespread by the consumption of its leaves as infusion (tea,
tereré or chimarrao). Its chemical characteristics give important applications not only
for the food and beverage industry, but also for the pharmaceutical and cosmetic
industry, which has been developing products from extracts obtained from the leaves
of this species. To develop these products in a reproducible and sustainable manner,
the standardization of the raw material used is necessary. This standardization can be
obtained through specific genotypes of yerba mate, propagated from techniques such
as mini-cutting, which provide greater regulation of desired phytochemical profiles.
Different genotypes, however, have metabolic variations that can directly or indirectly
influence the rooting of the mini-cuttings produced, impacting the productivity of this
propagation process. In this context, in order to evaluate the potential correlation
between the compounds found in the leaves of mini-cuttings propagated with they
rooting response, a study of the profile of polar metabolites was performed for 2 distinct
genotypes of yerba mate: EC24 and EC50 (whith high and low performance of
rhizogenesis, respectively). During the production of mini-cuttings (n = 60 for each
genotype), part of the leaves was collected and stored in a freezer (-80 ° C) for
subsequent selection and analysis of their metabolites. After a period of 120 days, all
mini-cuttings were evaluated for rooting and death responses and 5 biological samples
referring to each response and each genotype were selected for the study (total = 20
biological samples). The polar metabolites were extracted from the leaves of selected
mini-cutings, derivatized and analyzed by CG-EM, in duplicate (total = 40 chemical
samples). The identification of the compounds was performed through the AMDIs
software, using mass spectra library and retention index, while quantification was
performed through Xcalibur software using '3C-Sorbitol as an internal standard.
Statistical analyzes of the data (PCA and univariate analysis) were performed by R
software. The results indicate that the leaf condition is an important factor for the
rooting of mini-cuttings, and that there is a positive correlation between sucrose levels
and differentiation between clones and their rooting response. Myonositol, in turn, was
highlighted as an important metabolite for the rhizogenesis of both studied genotypes.
Hydroxycinnamic derivatives such as chlorogenic acid were highlighted as important
metabolites for the rooting of the low-performance genotype (EC50), indicating the
potential use in of this compound for the improvement of the mini-cutting propagation
technique applied for yerba mate production.

Keywords: llex paraguariensis. Mini-cuttings. Rooting. Polar metabolites. GC-MS.
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1 INTRODUGAO

A demanda por produtos provenientes de plantas de ecossistemas florestais,
pelo setor industrial, tem se intensificado nas ultimas décadas. Os produtos nao
madeireiros sdo destacados, ja que oferecem uma variedade de usos e distingdo de
outros produtos basicos, podendo ser empregados como matéria-prima para a
industria de alimentos, farmacéutica ou cosmética (FOWLER, 2000; FIEDLER et al.,
2008). Devido ao seu sabor e aroma caracteristicos, juntamente com seus beneficios
medicinais, a llex paraguariensis St. Hil., popularmente conhecida por erva mate, tem
sido cultivada e suas folhas utilizadas na forma de infusédo no Sul da América-latina
(FILIP et al., 2007; HECK, MEJIA, 2007).

Os beneficios medicinais da erva mate estao relacionados principalmente a
presenca de flavonoides como rutina, acidos fendlicos (e.g. acidos cafeiolquinicos,
acido cafeico) e metilxantinas (e.g. cafeina e teobromina), metabdlitos oxidados a
outros constituintes no alimento ou componentes celulares e tecidos durante a
ingestao (GUGLIUCCI, MENINI, 2002; HECK, MEJIA, 2007; MEJIA et al., 2010).

O processo reprodutivo da I. paraguariensis € iniciado a partir de arvores de
ocorréncia florestal ou arvores cultivadas em sitios adequados, provenientes de
sementes (CARVALHO, 2006). Entretanto ainda existe grande heterogeneidade da
matéria-prima cultivada, sendo que esse efeito tem sido minimizado pela utilizagao da
propagacao vegetativa para a produgcdo comercial de mudas de erva mate, que
possibilita a multiplicagado de individuos geneticamente idénticos a planta matriz. No
principio esses sistemas clonais focaram principalmente no rendimento foliar
(FERNANDES et al., 2000; RESENDE et al., 2000), mas hoje, a qualidade foliar, ou
seja, a composicdo quimica da matéria-prima, € uma preocupacao para aumentar o
apelo comercial da espécie.

O aperfeicoamento da propagacao clonal de espécies florestais ocorreu no
inicio da década de 80, juntamente com o aperfeicoamento das tecnologias
gendmicas, que geraram uma ampla quantidade de dados de sequéncia de DNA,
permitindo uma visdo ampla sobre o numero de genes que constituem os organismos
(SCHAUER et al., 2005). Entretanto, o conhecimento da sequéncia de genes de um
organismo nao é suficiente para entender os mecanismos de funcionalidade de uma
célula. Desde entao, as pesquisas concentram-se em desvendar a fungédo dos genes,

ao invés de simplesmente sequenciar o DNA. Assim novos campos surgiram, dentre
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eles destaca-se a metabolémica (FIEHN, 2002; SCHAUER et al., 2005; VILLAS-
BOAS, GOMBERT, 2006).

A metabolémica foi introduzida por Fiehn e colaboradores nos anos 2000, a
partir de observagdes de que alteragbes no transcriptoma ou no proteoma nem
sempre correspondiam a alteragdes fenotipicas (FIEHN et al., 2000; SCHAUER,
FERNIE, 2006). Os metabdlitos desempenham uma importante agao nas distintas vias
do metabolismo celular, uma vez que sua quantidade no interior celular € determinada
pela concentracdo e caracteristicas das enzimas. Portanto, a quantidade de
metabdlitos representa uma informacgéao integrativa da fungao molecular celular que
define uma caracteristica fenotipica em resposta a alteragdes ambientais ou genéticas
(FIEHN, 2002; VILLAS BOAS, GOMBERT, 2006).

O perfil metabdlico € normalmente obtido através de técnicas cromatograficas,
sendo a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) amplamente difundida, por permitir alta eficiéncia na separagcdo de misturas
biolégicas complexas (SUMNER, MENDES, DIXON, 2003).

A analise de perfil metabdlico (metabdlitos polares) e sua relagdo com a
efetividade da propagacao vegetativa ainda € pouco explorada, dificultando o
aprimoramento da técnica e o aumento da produtividade deste processo. Desta forma,
propde-se o estudo do perfil dos metabdlitos polares por CG-EM em clones de erva
mate com diferentes caracteristicas de performance durante o processo de
propagacao vegetativa, visando a identificagdo de uma correlagéo entre a condigéo
foliar da miniestaca de origem e as respostas observadas no processo de propagagao
vegetativa. A analise de metabdlitos polares via CG-EM se apresenta interessante,
pois analisa de maneira simultdnea os principais metabdlitos primarios essenciais
para o desenvolvimento da planta (e.g. agucares, acidos do ciclo dos acidos
carboxilico e aminoacidos) além de metabdlitos secundarios importantes na erva

mate, como a cafeina e os acidos clorogénicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os principais fatores da condi¢do foliar que afetam a propagacgéao
vegetativa por miniestaquia em clones contrastantes de llex paraguariensis A. ST.

HILL quanto ao enraizamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Propagar por meio de miniestaquia dois clones de erva mate, com
diferentes caracteristicas de enraizamento (alta e baixa performance);

e Avaliar as respostas (enraizamento versus morte) das miniestacas apos
periodo de enraizamento em casa de vegetacao (90 a 120 dias);

¢ Realizar analise comparativa dos metabdlitos observados nas amostras
das folhas coletadas durante a produgdo das miniestacas, por CG-EM,

correlacionando os dados com as respostas de enraizamento e morte.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ERVA MATE (llex paraguariensis A. ST. HILL)

A llex paraguariensis A. ST. HILL, popularmente conhecida como erva mate,
€ uma espécie arborea pertencente a familia Aquifoliaceae, nativa da América do Sul.
Esta espécie é encontrada principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil, bem
como nos paises vizinhos como a Argentina, o Paraguai e o Uruguai (CARVALHO,
2006; HECK, MEJIA, 2007; CARDOZO JUNIOR, MORAND, 2016).

Segundo dados do IBGE, no Brasil os estados do Rio Grande do Sul e Parana
se destacam como os maiores produtores de folhas de erva mate. Juntos estes
estados sao responsaveis por mais de 85% da producao nacional, estimada em cerca
de 558 mil toneladas no ano de 2021 (QUADRO 1).

QUADRO 1 — PRODUGAO DE FOLHAS DE ERVA MATE NO BRASIL (2019-2021)

QUANTIDADE PRODUZIDA VALOR DA PRODUCAO
ESTADO (t) (x 1000 R$)
2019 2020 2021 2019 2020 2021
RIO GRANDE DO SUL | 233.434 | 214552 | 242.018 |199.196,00 |231.744,00 | 286.300,00
PARANA 197.352 | 228.382 | 238.110 |214.175,00 |283.245,00 | 360.579,00
BRASIL 522.259 | 527.546 | 557.987 |482.003,00|576.805,00|723.760,00

FONTE: IBGE (2023).

De acordo com Gerber et al. (2023), 80% da producédo de erva mate no Brasil
€ destinada ao mercado doméstico, para sua utilizacdo como bebida (chimarrao, mate
ou chas), ja sendo notavel, porém, um crescimento no desenvolvimento de novos
produtos a base de suas folhas, voltados principalmente a saude humana. Em sua
revisao de literatura referente a busca de patentes publicadas para produtos de erva
mate nos ultimos 20 anos (2000-2020), Gerber et al. (2023) encontraram 62
publicacdes relevantes relacionadas ao uso de biomassa de llex paraguariensis,
aplicados especialmente a area farmacéutica. Como conclusao desse levantamento,
os autores ainda destacaram o potencial de desenvolvimento de novos produtos em
areas relacionadas, como cosméticos e nutracéuticos, ou mesmo outras aplicagcoes
diversificadas, como desenvolvimento de embalagens, biopesticidas, sanitizantes,

entre outros.
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3.1.1 Aplicagdes e atividades farmacologicas da erva mate

Conforme introduzido anteriormente, as folhas de erva mate tém sido
tradicionalmente utilizadas como alimentos e bebidas, o que permite considera-las,
portanto, como uma fonte alimentar segura e funcional, potencialmente empregada
para o desenvolvimento de novos produtos voltados a area da saude. Estudos
toxicolégicos pré-clinicos in vitro como os publicados por Andrade et al. (2012) e Albas
et al. (2014), adicionalmente, reforcam que extratos secos da erva mate sao seguros
para uso agudo ou crbnico. Além disso, a produgao da erva mate, ja realizada em
escala industrial para fins alimenticios, € potencialmente capaz de suprir outras
industrias como as farmacéuticas e nutracéuticas, o que garantiria o fornecimento de
matérias-primas para viabilizar a comercializacao adicional de produtos aplicados a
essas areas (GERBER et al., 2023).

No ambito do desenvolvimento de aplicagdes da erva mate e de seus extratos
para fins medicinais e cosméticos, ja existem inumeras publica¢gdes que associam
esta espécie ao potencial tratamento ou profilaxia de diferentes condigdes clinicas.
Neste contexto destacam-se, principalmente, a correlacdo das atividades
farmacoldégicas investigadas (in vitro e/ou in vivo) com o conteudo de polifendis na /.
paraguariensis, visto a alta concentragado desses compostos nas folhas de erva mate,
0os quais conferem um grande potencial antioxidante devido a sua capacidade de
sequestrar os radicais livres formados no inicio dos eventos de oxidagao celular, bem
como de quelar elementos como metais pesados, nocivos a saude. O quadro a seguir
apresenta alguns dos principais relatos de usos da erva mate e suas correlagées com

potenciais agdes farmacologicas.

QUADRO 2 — PROPRIEDADES FUNCIONAIS E FARMACOLOGICAS DA ERVA MATE E DE SEUS

DERIVADOS
MATERIAL PROPRIEDADE CONCLUSGES DOS A
UTILIZADO ESTUDADA ESTUDOS REFERENCIA

Compostos bioativos do
extrato podem ser capazes de
reduzir a absorcao da glicose,

reduzindo a expresséo da
enzima intestinal
cotransportadora desse agucar
em animais.

OLIVEIRA et al.,
2008.

Acéo antidiabética em

Extrato aquoso
ratos.
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MATERIAL
UTILIZADO

PROPRIEDADE
ESTUDADA

CONCLUSOES DOS
ESTUDOS

REFERENCIA

Extrato aquoso
(infusao)

Inibicdo da oxidagao
do plasma e de
lipoproteinas em

humanos.

A ingestao da infusao
melhorou a capacidade
antioxidante e a resisténcia
das particulas plasmaticas e
do colesterol LDL a
peroxidacao lipidica.

SILVA et al., 2008.

Extrato aquoso

Efeitos antiobesidade
em camundongos.

Atenuacéao acentuada do
ganho de peso, adiposidade,
uma diminui¢ao no peso de
gordura e restauracao dos
niveis séricos de colesterol,
triglicerideos, colesterol LDL e
glicose.

ARCARI et al., 2009.

Redugéo dos niveis
séricos de lipideos e

A ingestéo de infusdo de erva
mate melhorou os parametros
lipidicos em individuos
normolipidémicos e
dislipidémicos e forneceu uma

Extr_ato aguoso colesterol LDL em reducédo adicional de LDL- MORAIS et al.,
(infus&o) L 2009.
humanos com colesterol em individuos
dislipidemias. hipercolesterolémicos no
tratamento com estatina, o
que pode reduzir o risco de
doengas cardiovasculares.
O extrato ndo teve um potente
. efeito anti-inflamatorio, mas o
Exiratos, chas e consumo inteiro de erva mate
alguns Efeitos anti- apresentou resultado anti- PUANGPRAPHANT,
compostos da inflamatdrios. P v . MEJIA, 2009.
inflamatorio promissor,
erva mate

principalmente através da via
PGE2/COX-2.

Extrato aquoso

Inibig&o in vitro da
proliferagédo de células
de cancer de célon.

E erva mate inibiu a
proliferacéo de células de
cancer de colon in vitro
possivelmente mediada por
meio de atividades pro-
oxidantes.

MEJIA et al., 2010.

Extrato aquoso

Efeitos sobre
marcadores de
resisténcia a insulina e
marcadores
inflamatorios em
camundongos com
obesidade induzida por
dieta rica em gordura.

Ha potencial de efeito anti-
inflamatdrio; a erva mate inibe
o TNF-a hepatico e muscular
(molécula pré-inflamatdria) e

restaura a sinalizacéo de
insulina hepatica em
camundongos com obesidade
induzida por dieta rica em
gordura.

ARCARI et al., 2011.

Extrato aquoso

Antimicrobiano em
alimentos e bebidas.

Acbes bactericidas contra E.
colie S. aureus.

BURRIS et al., 2011.

o Saponinas | Apoptose de células de | A° SaPoninas nas folhas de | pANGPRAPHANT,
cancer de colon in . ate previ BERHOW, MEJIA,
extrato vitro inflamacéao e o cancer de 2011
metandlico ) colon in vitro. )
Acidos Inibicdo da proliferagéo Os valgori;[zafgdo'el(rli:lr:z(; da
cafeoilquinicos de células . P . PUANGPRAPHANT
fracionados de cancerigenas pela potenc_@s agentes anticancer
extrato ativacio de apoptose e mitigar outras doencgas etal., 2011.
metandlico ’ in vitrop P também associadas a

inflamacéo.
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MATERIAL
UTILIZADO

PROPRIEDADE
ESTUDADA

CONCLUSOES DOS
ESTUDOS

REFERENCIA

Extrato aquoso e
erva mate bruta
comercial

Reducao de gordura
abdominal e niveis
séricos de glucose em
ratos machos.

O tratamento com extrato de
erva mate bruto deve ser visto
com cautela, porque, apesar
de reduzir a gordura
abdominal e epididimal em
ratos (interessante para
tratamento de obesidade),
pode aumentar os niveis de
glicose no sangue em animais
nao diabéticos. Seu consumo,
portanto, especialmente em
grandes quantidades, pode ser
prejudicial para pessoas com
diabetes.

SILVA et al., 2011.

Extrato aquoso
(infuséo)

Densidade mineral
6ssea em mulheres
pds-menopausa.

Sugerem relagao positiva do
consumo crénico de erva mate
com um efeito protetor dsseo.

CONFORTI,
GALLO, SARAVI,
2012.

Extratos e
infusdes

Redugao do estresse
oxidativo.

Sugerem que o consumo de
erva mate possa impedir o
estresse oxidativo em
monocitos e macrofagos
diminuindo o acumulo de
lipidios oxidados na parede
arterial e a aceleracéo da
aterosclerose.

FERNANDES et al.,
2012.

Extratos e
fragdes
purificadas

Acéo contra replicagao
dos virus da Herpes
simples (tipo 1 e 2).

Foi observada agao antiviral
pela redugdo da infectividade,
inibicdo da entrada de virus e

propagagao nas células,
sugerindo agao sinérgica de
metabdlitos como saponinas
triterpenoides
monodesmosidicas, acido

cafeico, acido clorogénico e

rutina.

LUCKEMEYER et
al., 2012.

Extrato bruto de
folhas, frutas
verdes e fragdes
purificadas de
Saponinas

Atividade de saponinas
sobre a gordura
abdominal e epididimal
e oxidagao da glicose
em ratos machos.

Ha uma correlagdo entre a
reducao no peso da gordura
visceral e na oxidagao da
glicose do tecido hepatico e
adiposo em ratos saudaveis
alimentados com uma dieta
padrdo com saponinas
purificadas a partir de frutos
verdes.

RESENDE et al.,
2012.

Extrato aquoso

Regulagéo de genes
relacionados a
adipogénese.

A erva mate e seus compostos
bioativos regulam a expressao
de genes relacionados a
adipogénese in vitro € in vivo,
enfatizando seu potencial
como uma terapia
antiobesidade.

ARCARI et al., 2013

(a).

Extrato aquoso

Regulagéo de niveis de
glicose e insulina em
camundongos.

O extrato de erva mate reduz
significativamente o peso
corporal, niveis sanguineos de
glicose e resisténcia a insulina
de camundongos.

ARCARI et al., 2013

(b).
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MATERIAL PROPRIEDADE CONCLUSOES DOS -
UTILIZADO ESTUDADA ESTUDOS REFERENCIA
O consumo de infuséo de erva
mate por individuos pré-
diabéticos melhorou
Extrato aquoso Efeitos em individuos 5|gn|f|cat|vamen’Fe 0 sistema BOAVENTURA et
. ~ s de defesa antioxidante,
(infuséo) pré-diabéticos. al., 2013.

promovendo aumento de GSH
(glutationa reduzida) de
eritrocitos e reducao da
peroxidacgao lipidica sérica.

Extrato aquoso
(infuséo)

Efeitos anticonvulsivos
e neuroprotetores em
ratos.

Os dados indicam que a erva
mate pode fornecer novas
perspectivas para o
desenvolvimento de
abordagens terapéuticas com
compostos naturais na area
farmacéutica, tanto para
reduzir a frequéncia das
convulsdes quanto para
minimizar os danos neuronais
associados a convulsdes
recorrentes.

BRANCO et al.,
2013.

Extrato aquoso

Efeitos na fungao
endotelial e na
expressao do gene da
lipoproteina hepatica
em ratos
hiperlipidémicos.

A administragédo de cha de
erva mate pode regular os
niveis de lipidios séricos e a
fungéo endotelial em ratos,
inibindo a ocorréncia de
aterosclerose.

GAO et al., 2013.

Extrato aquoso

Efeito sobre a
inflamagéao induzida

Sugerem que o extrato de erva
mate pode ser util para reduzir

PIMENTEL et al.,

pela obesidade em a inflamagao associada a 2013.
ratos. obesidade de baixo grau.
Efeito no O tratamento suprimiu o
desenvolvimento de aumento da morte celular de
Extrato aquoso | fibrose em hepatdcitos hepatdcitos, indicando seu TAMURA et al.,
(cha) (cirrose induzida in potencial de protegéo contra 2013.

vitro por lesdo ao
alcool).

lesdo hepatica induzida por
alcool.

Extrato aquoso
(infuséo)

Efeitos nos lipideos
séricos de ratos
normocolesterolémicos
e
hipercolesterolémicos.

InfusGes aquosas de erva
mate mitigaram o aumento de
triglicerideos séricos, niveis de

colesterol e peroxidagao

lipidica nos animais
alimentados com dietas ricas
em colesterol.

BRAVO et al., 2014.

Extrato aquoso

Efeitos sobre os
disturbios enddcrinos e
metabdlicos em ratos
obesos.

A erva mate é capaz de
restaurar muitos parametros
relacionados a obesidade e a

sindrome metabdlica,
indicando que pode ser util
para prevenir e tratar algumas
doencas
endocrinometabdlicas. Sugere
a erva mate como ferramenta
terapéutica no gerenciamento
da obesidade.

LIMA et al., 2014.




24

MATERIAL PROPRIEDADE CONCLUSOES DOS N
UTILIZADO ESTUDADA ESTUDOS REFERENCIA
O consumo agudo por
individuos saudaveis melhorou
Extrato aquoso os sistemas de defesa
(infus&o) Efeito antioxidante antioxidantes do sangue com BOAVENTURA et
congelado ' mais eficiéncia do que a erva al., 2015.

mate tradicional e nao
promoveu efeitos pro-
oxidantes.

Extrato aquoso
(cha)

Efeito contra a doenca
de Parkinson.

Sugere uma associagao
inversa entre o consumo de
erva mate e a doenga de
Parkinson, indicando um
potencial protetor contra o
desenvolvimento dessa
doenca.

GATTO et al., 2015.

Capsulas
contendo extrato
de erva mate
padronizado em

Efeito antiobesidade
(estudo clinico

Houve reducédo da massa
corporal e reducgéo da
circunferéncia abdominal do
grupo tratado em relag&o ao
grupo placebo, sem efeitos

KIM et al., 2015.

35 mg/g de randomizado duplo d i ficaci
acido cego) adversos, sugerindo a eficacia
. ’ da suplementagao com erva
clorogénico
(suplemento) mate no tratamento da
P obesidade.
Efeito na Resultados indicam a

Extrato aquoso
(cha)

microcirculagéo de
voluntarios com alta
viscosidade sanguinea
(estudo randomizado,
duplo-cego controlado
por placebo).

capacidade terapéutica do cha
de erva mate no tratamento da
alta viscosidade do sangue, o
que pode reduzir alguns
fatores de risco importantes de
doencgas cardiovasculares.

YU et al., 2015.

Suplemento
(erva mate em
capsulas)

Efeitos metabdlicos de
saciedade e
psicomotores durante o
exercicio fisico
prolongado.

A combinacgao de ingestédo de
erva mate com prescri¢cao de
exercicios melhora a oxidagao
de acidos graxos, medidas de
saciedade e estado de humor
em comparagao apenas com o
exercicio.

ALKHATIB,
ATCHESON, 2017.

Extrato aquoso
(infuséo)

Prevencao da doenca
de Alzheimer.

Estudo in vitro sugere que o
extrato tem efeito protetor
contra o aluminio, metal
associado a progressao de
doenca de Alzheimer.

BORTOLI et al.,
2018.

Polissacarideo
purificado de
erva mate

Efeito antioxidante e
antimicrobiano.

Sugerem atividades
antioxidante, antibacteriana e
antifungica de um
polissacarideo isolado da erva
mate, o qual poderia ser util
para industrias farmacéuticas
e de alimentos.

KUNGEL et al.,
2018.

Extrato aquoso
de hastes e
folhas

Atividade
antibacteriana.

Houve atividade antibacteriana
significativa.

NOUREDDINE et
al., 2018.
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MATERIAL
UTILIZADO

PROPRIEDADE
ESTUDADA

CONCLUSOES DOS
ESTUDOS

REFERENCIA

Extrato aquoso

Prevencéao do
desequilibrio redox
hepatico, triglicerideos
elevados e
microesteatose em
ratos adultos com
sobrepeso
desmamados
precocemente.

Houve melhora das defesas
antioxidantes e atenuagao da
disfungéo hepatica.

OLIVEIRA et al.,
2018.

Extrato aquoso

Efeito na diferenciagao
osteoblastica in vitro
de células estromais

mesenquimais
derivadas da medula
ossea.

Houve um efeito benéfico
estimulador da diferenciagao
osteoblastica dependente da

concentragéo do extrato.

BRITO et al., 2019.

Diferentes
formas de
consumo

Efeito antiobesidade
(revisdo sistematica
com meta-analise).

A revisdo demonstrou os
efeitos positivos do consumo
de I. paraguariensis na
reducao do peso corporal,
indice de massa corporal
(IMC) e circunferéncia da
cintura dos pacientes,
mostrando, seu potencial
antiobesidade.

LUIS,
DOMINGUES,
AMARAL, 2019.

Extrato aquoso

Antibacteriano
combinado com
antibioticos.

Sugerem um efeito aditivo de
extratos de erva mate
combinados a antibiodticos,
especialmente contra S.
aureus.

FAYAD et al., 2020.

Extrato aquoso
(infuséo) e
cafeina isolada
da erva mate

Efeito da cafeina sobre
0 acumulo de gordura
(in vitro e in vivo).

Redugao do acumulo de
gordura corporal em animais
alimentados com uma dieta
rica em gorduras e agucares.

Cafeina seria o composto

mais ativo, atenuando a

lipogénese.

ZAPATA et al.,
2020.

Extrato
aquoso/acetdnico

Atividade
antibacteriana.

Atividade potente contra
bactérias gram-negativas,
especialmente contra cepas
de S. aureus. Metabodlito
isolado e associado a
atividade foi uma pirazinona
incomum.

EL-SAWALHI et al.,
2021.

Extrato aquoso

Efeito antiproliferativo
de células de cancer
colorretal humano.

Extrato exibiu forte atividade
antiproliferativa contra células

de adenocarcinoma, sendo um

potencial adjuvante
terapéutico em terapias
anticancer.

SALEH et al., 2021.

Extrato aquoso

Efeito sobre danos na
retina (degeneragao
macular relacionada a
idade).

A erva mate pode
desempenhar um papel
importante na prevengao de

danos na retina associados ao

estresse oxidativo.

TATE et al., 2022.
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3.1.2 Principais metabdlitos da erva mate

A ingestao de erva-mate esta associada, além do seu sabor caracteristico, aos
efeitos benéficos a saude. Estes efeitos, por sua vez, sdo relacionados aos
constituintes presentes em suas folhas, entre os quais destacam-se os compostos
fendlicos (e.g. acidos cafeico e clorogénico), que sao naturalmente um sistema de
defesa da planta (VOGT, 2010).

Além dos acidos fendlicos, metilxantinas (e.g. cafeina e teobromina),
saponinas, flavonoides (e.g. catequina e quercetina), aminoacidos e vitaminas
também sado relatados como compostos bioativos significativos nas folhas desta
espécie (BOAVENTURA et al., 2015). A presenca destes compostos indica o grande
potencial do uso de [I. paraguariensis na industria farmacéutica, cosmética e de
alimentos, o que faz o melhoramento genético e aprimoramento das técnicas de
propagacao necessarios, ndo somente para o carater de produ¢ao de massa foliar,
mas também voltado para a maior producdo de compostos de interesse comercial
(HECK, MEJIA, 2007).

O QUADRO 3 apresenta os principais compostos identificados nas folhas da

erva-mate e as atividades farmacoldgicas correlacionadas a eles.

QUADRO 3 - PRINCIPAIS COMPOSTOS IDENTIFICADOS EM ERVA-MATE E SUA CORRELAGCAO
COM POTENCIAIS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

CLASSE COMPOSTO ATIVIDADE
. . Cafeina Antioxidante; estimulante; diurético; vasodilatador.
Metilxantina - : . -
Teobromina Miorrelaxante; diurético; estimulante.
. Antitumoral; vasodilatador; antimutagénico;
Rutina ..
) antioxidante.
Flavonoide Campferol Antioxidante; antibacteriano; antitumoral.
Quercetina Antioxidante; antialérgico; anti-inflamatdrio.

Neuroprotetor; analgésico; antioxidante;
antibacteriano.

Acido cafeico Antibacteriano; antioxidante; estimulante.
Acido quinico Cicatrizante; anti-hemorragico; anti-inflamatorio.

Acido nicotinico
(Niacina, Vitamina PP)

Acido clorogénico

Acido fendlico

Hipocolesterolémico; colinérgico.

Vitamina Acido Pantoténico R
(Vitamina B5) Antialérgico; antifadiga; antiartritica.
Colina Lipotrépico; previne diabetes; colinérgica.
Saponina Acido ursélico Antioxidante; anti-inflamatério; hipocolesterolémica.

Fontes: Gnoatto, Schenkel, Bassani (2005); Heck, Mejia (2007); Boaventura et al. (2015); Valduga et
al. (2019).
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Como pode ser observado no QUADRO 3, os principais compostos da erva-
mate pertencem a classe dos fenilpropanoides, também chamados de compostos
fendlicos. Eles consistem em um dos grupos mais amplamente distribuidos de
compostos secundarios nas plantas, com mais de 10.000 estruturas diferentes
(ANDRE et al., 2009). Os compostos fendlicos sdo produzidos pela rota dos
fenilpropanoides, pela via do chiquimato (VOGT, 2010). A fenilalanina € o aminoacido
aromatico precursor da maioria dos compostos fendlicos via rota do chiquimato e, pela
acao da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL) perde uma molécula de aménia,

produzindo acido cindmico e seus derivados (TAIZ, ZEIGER, 2013).

FIGURA 1 — FORMAGCAO DOS PRINCIPAIS ACIDOS FENOLICOS PRESENTES EM ERVA-MATE

COOH
COOH COOH
N ~
HO OH NH, — - L
Acido trans-cinamico
OH
Acido chiquimico Fenilalanina J»

HO lAcido p-cumarico

COOH
Ry

COOH

«— HO
HO OH
Hy

Acido felurico Acido cafeico

FONTE: Adaptado de Vogt (2010).

Nas plantas, os compostos fendlicos estao localizados em diferentes organelas
celulares e desempenham diversas fungdes, tais como protecdo a fotodegradacgao,
pigmentos, moléculas sinalizadoras, resisténcia mecanica, ou como componentes da
parede celular (VOGT, 2010). Além disso, compostos fendlicos atuam contra danos
oxidativos induzidos pelo estresse, como a desnutrigdo, seca, temperatura, leséo e
ataque de patdgenos (FINI et al., 2012; TAIZ, ZEIGER, 2013).
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Na erva-mate os acidos frans-cinamicos (acido cafeico, ferulico e p-cumarico)
podem estar nas suas formas livres ou na forma de mono ou diésteres juntamente
com o acido quinico. Tais compostos sao conhecidos como acidos clorogénicos: acido
3-O-cafeoilquinico  (acido  clorogénico), acido 4-O-cafeoilquinico  (acido
criptoclorogénico), 5-O-cafeoilquinico (acido neoclorogénico), acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico (FILIP et al.,
2001), que sao os principais compostos fendlicos encontrados na espécie I
paraguariensis (HECK, SCHMALKO, MEJIA, 2008). A presenca destes acidos
fendlicos (ilustrados na FIGURA 2) é importante fator para incitar o apelo ao consumo
do produto. Além dos acidos clorogénicos, ja foram identificados em tecido foliar de
erva-mate os flavonoides quercetina, campferol e rutina (GNOATTO, SCHENKEL,
BASSANI, 2005; HECK, MEJIA, 2007; BOAVENTURA et al., 2015; VALDUGA et al.,
2019.).

FIGURA 2 — FORMACAO DOS DERIVADOS HIDROXICINAMICOS (ACIDOS CLOROGENICOS)

COOH
N coor /Q/\v ,Q/\/COSCOA
—_— —_ ____ p-cumarico-CoA
O/\/ HO t HO o SOOH

COA_SH
Acido trans-cinamico Acido p-cumarico -«:‘@o«

1—' OH
Acido quinico
COOH
COOH
AN HO
0
HO
OH HO (0] =
Acido cafeico OH
Acido quinico-p-coumaroil OH _ Hol’COOH
T_‘ :
COA_SH .
=0 T NoH
HO COOH 8H
HO
= COSCoA o OH Acido 5-O-Cafeiolquinico
B
Ho o 5o 1 HO 07 HoJ
OH OH @\O 0
Cofeiol-CoA Ko~y o OH HO ™ -
o Acido clorogénico OH OH

Acido quinico . OH
Acido 3-0-Cafeiolquinico

HOOC. 0
,. o
HO
H "o Z
OH
' OH

| Acido 4-O-Cafeiolquinico  °'

FONTE: Adaptado de Taiz e Zeiger (2013).

Como mencionado anteriormente, os alcaloides da classe metilxantina,
alcaloides piridinicos (e.g. cafeina, teobromina, ilustrados na FIGURA 3) também sé&o

encontrados na erva-mate, sendo a atividade estimulante da infusdo de suas folhas
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atribuida especialmente a presenca de teobromina e cafeina (SCHUBERT et al.,
2006). A cafeina é produzida como resposta evolutiva, sendo que possui trés fungdes
principais para as plantas: i) protecao quimica contra predadores; ii) antioxidante e iii)
ajudar a polinizagao do vegetal (ASHIHARA et al., 2008).

FIGURA 3 — FORMAGAO DA CAFEINA
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FONTE: Adaptado de Ashihara et al. (2008).

3.1.3 Cultivo e propagacao da erva mate

As industrias, especialmente as farmacéuticas, vem buscando cada vez mais
o desenvolvimento de produtos inovadores de origem natural, como os fitoterapicos.
No Brasil, estes produtos sao passiveis de registro e controle sanitario, assim como
outros medicamentos convencionais sintéticos, de acordo com regulagdes especificas
estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Logo, o
desenvolvimento de tais produtos requer o uso de matérias-primas vegetais
devidamente padronizadas, de acordo com definicbes de compéndios oficiais
(farmacopeias) ou com estudos especificos, de forma a garantir a utilizagdo da
espécie e quimiotipo vegetal adequados, formulados na concentracao ativa definida
baseada em ensaios clinicos ou mesmo no seu uso tradicional (BRASIL, 2014).

Para a producao em escala industrial de fitoterapicos ou mesmo de outros
produtos relacionados, portanto, € necessaria a obtencao sustentavel e reprodutivel
dos seus insumos vegetais ativos, a qual deve ser controlada desde a selegdo do
material de partida (droga vegetal). Este material deve apresentar caracteristicas
fitoquimicas conhecidas e bem definidas, capazes de serem propagadas para a
manutencgado da qualidade e eficacia desejada. No caso de produtos a base de erva

mate, a obtencdo de uma matéria-prima vegetal com caracteristicas quimicas
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padronizadas pode se dar por meio da propagagdo de gendtipos quimicamente
estabelecidos da espécie (clonagem), a qual pode ser realizada por diferentes
técnicas.

A propagacao vegetativa ou clonagem consiste na multiplicagao assexuada
de partes de plantas (células, tecidos, 6rgdos ou propagulos), gerando individuos
geneticamente idénticos a planta mae. Sua utilizagao é justificada especialmente na
producdo de espécies vegetais de alta qualidade e produtividade cuja propagagao
seminal é limitada por fatores como a quantidade insuficiente de sementes, dificuldade
do seu armazenamento, baixo poder e uniformidade germinativa ou baixa qualidade
genética e fisiologica, que dificultam, por sua vez, a manutengcao de programas de
melhoramento ou plantios comerciais de gendétipos especificos. (FERRARI, GROSSI,
WENDLING, 2004; SA et al., 2018).

Entre os principais métodos de propagacao vegetativa, destacam-se:

o Estaquia: técnica mais difundida, que consiste na promocido do
enraizamento de partes da planta como ramos, raizes, folhas ou fasciculos por meio
da regeneracgao dos tecidos associados ao tecido vascular ou tecido caloso formado
na base da estaca;

o Micropropagagao: cultivo in vitro, sob condicbes assépticas e
controladas, de propagulos vegetativos denominados “explantes”, os quais sao
induzidos a produzir novas gemas que serao multiplicadas nas mesmas condicoes,
na presencga de reguladores de crescimento e meio nutritivo (propagagéo geométrica);

o Microestaquia: técnica na qual séo utilizados propagulos (microestacas)
rejuvenescidos em laboratério de micropropagacao para posterior enraizamento e
obtencédo de mudas;

o Miniestaquia: técnica desenvolvida a fim de contornar as dificuldades de
obtencao de clones rejuvenescidos em laboratério e que consiste nos enraizamentos
sucessivos de apices de brotagbes jovens, possibilitando a sua propagacao e seu
rejuvenescimento, melhorando seu potencial de enraizamento;

o Enxertia: técnica importante para a reversao a juvenilidade de materiais
genéticos de interesse para propagac¢ao comercial, porém com custos elevados para
producdo em larga escala. Possui grande importancia na formagéo de pomares de

producdo de sementes clonais e na enxertia seriada, quando a nova gema obtida de
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um enxerto se torna o propagulo de uma préxima enxertia. (FERRARI, GROSSI,
WENDLING, 2004).

3.1.3.1 Propagacéao vegetativa por miniestaquia

A miniestaquia pode ser considerada, segundo Ferriani, Zuffellato-Ribas e
Wendling (2010), uma especializagdo da técnica de estaquia que possibilita o
aproveitamento do potencial juvenil dos propagulos para a indugao do enraizamento
e consequente producdo de mudas. Esta técnica tem se mostrado uma alternativa
interessante a propagacao por estaquia de espécies lenhosas como a erva mate, que
eram até entdo limitadas por uma série de fatores como a falta de métodos eficientes
de rejuvenescimento de material adulto, de técnicas de manejo do ambiente de
propagacao, além da dificuldade no manejo da nutricdo e transplante das estacas pés-
enraizamento (WENDLING, DUTRA, GROSSI, 2007).

A técnica de miniestaquia consiste na utilizacdo de brotacdes de plantas
matrizes (minicepas) propagadas pelo processo de estaquia convencional,
miniestaquia ou por mudas produzidas por sementes, a partir das quais sao realizadas
podas dos apices para estimular novas brotacdes que, por sua vez, sdo coletadas,
estaqueadas e mantidas em casa de vegetagdo para dar origem a novas mudas
(ALFENAS et al., 2009; FERRIANI, ZUFFELLATO-RIBAS, WENDLING, 2010). Esta
técnica apresenta vantagens em relagdo a estaquia convencional uma vez que
possibilita a redugéo da area produtiva necessaria para o manejo das mudas (adogao
de minijardim clonal), bem como redugao dos custos com coletas e transporte de
brotacdes. Além disso, possibilita maior velocidade e percentual de enraizamento das
miniestacas, apesar destas serem mais sensiveis as condi¢dbes ambientais e
necessitarem de maior agilidade no seu processo de estaqueamento (WENDLING,
2004).

A implementacao de minijardim clonal (conjunto de minicepas), pode ocorrer
por diferentes sistemas como canaletao (sistema semi-hidropénico em areia), tubetes,
sacos plasticos, vasos ou bandejas dentro de estufas (FERRIANI, ZUFFELLATO-
RIBAS, WENDLING, 2010; WENDLING et al., 2020). Para o preparo das miniestacas
€ importante seguir alguns passos primordiais descritos por Wendling et al. (2020):

° A coleta deve ser seletiva utilizando ferramentas limpas e desinfetadas,

colhendo-se brotagbes nao muito tenras de minicepas que tenham de 7 a 10 cm de
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comprimento (ou menores, caso tenham boa rigidez), mantendo de 1 a 3 pares de
folhas que podem ser cortadas ao meio;

o Imediatamente apds coletadas, as folhas devem ser acondicionadas em
agua, evitando sua desidratagdo até o momento do enraizamento, que devera ser
realizado rapidamente (em até 15 minutos);

o Para clones com maior dificuldade de enraizamento é possivel aplicar
solugdes hidroalcodlicas de acido indolbutirico (AIB), imergindo a base das
miniestacas durante 10 segundos;

o As miniestacas coletadas em minijardim clonal s&o enraizadas em
tubetes plasticos ou outros recipientes contendo substrato apropriado e mantidas em
casa de vegetagao sob temperatura de 20 °C a 30 °C, com umidade relativa superior
a 90%, onde permanecerao por um periodo de 60 a 120 dias para a indugao do
enraizamento;

o Apos esse periodo, as miniestacas sao transferidas para casa de
sombra, com 50% de luminosidade, permanecendo nessa condi¢céo por 30 a 60 dias.
Na sequéncia sdo removidas para a condigdo de pleno sol (rustificagdo), com
adubacao e irrigacao reduzidas até o momento em que atinjam tamanho adequado
para seguirem o plantio em campo.

O sucesso do processo de propagagado por miniestaquia é dependente de
inumeros fatores que podem ser limitantes no seu enraizamento e produtividade, tais
como: ocorréncia de injurias, variabilidade genética na planta matriz, nivel enddégeno
de inibidores, condi¢cdes nutricionais e hidricas da planta doadora dos propagulos,
reagdes de oxidagdo na base das estacas, maturagao/juvenilidade dos propagulos,
época do ano de coleta, fatores ambientais como temperatura, luz, umidade,
qualidade do substrato, balango hormonal e uso de reguladores de crescimento
(XAVIER, WENDLING, SILVA 2009" citado por DIAS et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2017).

O balango hormonal esta relacionado a produ¢do enddégena de hormonios
vegetais conhecidos como auxinas, compostos sintetizados pelas plantas
responsaveis por funcdes fisioldgicas relacionadas a divisdo, expansao ou

diferenciacao celular. O AlA (acido 3-indol acético) é a auxina de ocorréncia natural

T XAVIER, A.; WENDLING, I.; SILVA, R. L. Silvicultura clonal: principios e técnicas. Vigosa: Ed UFV,
2009. 272 p.
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mais importante, a qual encontra-se nos tecidos vegetais em sua maior parte na forma
conjugada com aminoacidos, proteinas, acucares, entre outros (SAIRANEN et al.,
2012; CIARKOWSKA et al., 2023). Existem casos em que a propagacao vegetativa
nao apresenta bons resultados devido a baixa concentracdo de auxinas enddgenas,
razao pela qual podem ser empregados reguladores exdégenos como o acido indol
butirico (AIB) mais amplamente utilizado para esta finalidade (DIAS, ONO,
RODRIGUES, 2011).

Nesse contexto, portanto, o estudo continuo para o aperfeicoamento da
técnica, aplicada a diferentes espécies ou mesmo diferentes quimiotipos de uma

mesma espécie, torna-se fundamental.

3.2 CG-EM PARA ANALISE DE METABOLITOS EM PLANTAS

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) é uma das técnicas analiticas amplamente utilizada em estudos de metabdlitos
em plantas, permitindo a analise de diferentes classes de compostos como acidos
organicos, alcoois, aminoacidos, acidos graxos, esterdis, entre outros, a partir de
preparos de amostra que incluem etapas de derivatizagdo das moléculas, tornando-
as volateis e/ou mais estaveis para a analise cromatografica. A maioria dos trabalhos
que utilizam CG-EM nesse contexto empregam a fonte de ionizag&o por impacto de
elétrons (El) a uma energia convencional de 70 eV, o que possibilita a maior
padronizagao da fragmentagdo dos compostos e, consequentemente, obtencdo de
dados reprodutiveis para comparagao com bibliotecas espectrais. Adicionalmente, a
combinagdo do espectro de massas com o indice de retencdo? do respectivo
composto viabiliza a sua identificagdo molecular frente a bases de dados espectrais
como a biblioteca NIST14 (Mass Spectral Library collection of the U.S. National
Institute of Standards and Technology) e a GMD (Golm Metabolome Database),
mantida pelo Max-Planck Institute of Plant Physiology, de acesso aberto e integrada
a outras bases de dados (HALKET et al., 2004; PILON et al., 2020).

2 O indice de retencgédo (IR) conhecido como indice de Kovats de um composto pode ser determinado
com base nos tempos de retengdo de alcanos lineares analisados sob as mesmas condi¢des
analiticas.
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Os dados espectrais obtidos por CG-EM podem ser processados em
ferramentas e softwares livres como o Automated Mass Spectral Deconvolution
Software (AMDIS), disponivel no site do NIST (National Institute os Standards and
Technology, https://chemdata.nist.gov/dokuwiki/doku.php?id=chemdata:amdis). Esse

software pode processar varias extensées de arquivos, abrangendo toda a gama de
marcas comerciais de cromatografos, e possui algoritmos especificos de
deconvolugao espectral a partir de picos cromatograficos (STEIN, 1999). Além disso,
possui funcdes que permitem a comparacdo dos espectros deconvoluidos com
bibliotecas de espectros puros, construidas a partir da analise de padrbes de
referéncia de compostos alvo ou a partir de bases de dados espectrais. As bibliotecas
podem ser criadas pelo usuario incluindo dados espectrais e informagdes de indice
de retencgao (IR) especificos de cada composto, o que possibilita a comparacao de
dados experimentais para a identificacdo eficiente e precisa de compostos sob
investigacao (HALKET et al., 2004; PILON et al., 2020). Tendo em vista, porém, a
limitacdo do software para a quantificagcao confiavel dos compostos identificados, o
uso de outras ferramentas como o proprio software de operagao do CG-EM é

recomendavel para esta finalidade (MELO, 2018).

3.2.1 Técnicas de derivatizagao aplicadas a analises por CG-EM

Para que um determinado composto possa ser analisado por CG ele
necessita, basicamente, de duas caracteristicas principais: ser volatil e termicamente
estavel. Muitos metabdlitos, porém, ndo possuem essas caracteristicas intrinsecas e
precisam ser submetidos a reagdes de derivatizagao para adquiri-las, viabilizando sua
analise por meio desta técnica cromatografica. Nesse contexto, as reacdes de
derivatizacdo conferem alteracbes nas estruturas quimicas destas moléculas,
aumentando sua volatilidade pela reducao de sua polaridade e tornando-as menos
reativas. A reducao da polaridade das moléculas, por sua vez, também influencia as
separagdes cromatograficas devido a alteracbes nas interagdbes com a fase
estacionaria, melhorando o formato e a resolugéo dos picos (ROESSNER et al., 2000;
FIEHN, 2002; HALKET, ZAIKIN, 2003; ENGEL, SURALIK, MARCHETTI-
DESCHMANN, 2020).

No caso de analises acopladas a espectrometria de massas, a introducao de

grupos funcionais nas moléculas por reag¢des de derivatizagdo pode direcionar a sua
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fragmentacdo e estabilizacdo dos ions formados, aumentando a intensidade dos
sinais (sensibilidade) e auxiliando na predigdo das estruturas moleculares. Em alguns
casos, a derivatizagao com reagente apropriado pode ser utilizada para determinar o
numero e tipos de grupos funcionais presentes em um composto pela observacao da
massa dos derivados formados (HALKET, ZAIKIN, 2003).

Existem diversos métodos de derivatizacdo usualmente empregados na
modificagdo de grupos polares para analises por CG, como a sililagdo, alquilagao,
acilagcao e formagao de compostos ciclicos, por exemplo (HALKET, ZAIKIN, 2003;
MARCHETTI-DESCHMANN, 2020). Entre esses métodos a sililagao se destaca como
a técnica mais simples, versatil e comumente utilizada para derivatizag¢ao, a qual pode
ser realizada a partir de diferentes agentes sililantes como o cloreto de trimetilsilano
(TMCS), (BSTFA) e a  N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluorcetamida (MSTFA). O QUADRO 4 apresenta os principais

compostos e grupos funcionais susceptiveis a sililacéo por estes reagentes usuais.

N, O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida

QUADRO 4 — EXEMPLOS DE REAGENTES UTILIZADOS PARA SILILAGAO

REAGENTE ESTRUTURA QUIMICA GRUPOS FUNCIONAIS REAGENTES
T™MCS HSC\ ,Cl Principalmente alcoois e acidos carboxilicos
Si (na presenca de bases). Raramente utilizado
CAS 75-77-4) A preseng -
( HsC CHj de forma isolada.
Alcoois, fenois, 4cidos, aminoacidos, tiois,
CF3 poliois e agucares, hidroxilaminas, bases
BSTFA (|3H3 P C|3H3 purinicas e pirimidinicas, uracilas,
(CAS 25561-30-2) HsC-Si—N 0-Si—CHjs nucleot|de_os, glucuronideos, garboxnfe_nms,
[ [ fosfatos, indols. Algumas amidas, aminas
CHa CHj secundarias e grupos hidroxila impedidos na
presenga de TMCS.
O CH Alcoois (incluindo os estericamente n&o
MSTFA )k I 3 impedidos), acidos, aminoacidos, amidas,
(CAS 24589-78-4) FaC [\I_g"_CHS aminas, enois, agucares, glucuronideos,
H3C CHj nucleosideos, indols (+TMCS).

FONTE: Adaptado de Halket e Zaikin (2003).

Os agentes de sililagdo exemplificados conseguem promover a adicéo de
grupos trimetilsilano (TMS) em moléculas contendo grupos hidroxila (-OH), carboxila
(-COOH), tiol (-SH) ou mesmo grupos amina (-NHz2), substituindo um ou mais atomos
de hidrogénio (-H) e formando derivados O-TMS, S-TMS, N-TMS ou N-(TMS)2
(ENGEL, SURALIK, MARCHETTI-DESCHMANN, 2020). A FIGURA 4 ilustra o

mecanismo geral de uma reagéao de sililagéo.
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FIGURA 4 — MECANISMO GERAL DA REAGAO DE SILILACAO
T

ICH3 R CH3 —~ IR |CH3 ‘CHg
R—OH + CHoZSITX —==|H—0-Si-X |—===¢ HQQ—ISi—CHa CHy—Si—O—R + HX
CH, HsC CHs; CH, CHs

FONTE: Melo (2018).

No caso da analise de acucares, uma etapa de derivatizagdo chamada de
metoximagcdo é usualmente empregada antes da etapa de sililagdo, utilizando
reagentes como o cloridrato de metoxiamina (CAS 593-56-6), de forma a inibir a
formacgao de aneis de agucares redutores por meio da protecado dos grupos carbonila.
Esta reacdo evita processos de epimerizacao e formacgao de artefatos, promovendo a
abertura do anel que resulta em dois estereoisbmeros (E e Z) separados por CG-EM
(RUIZ-MATUTE et al., 2011; LUNZHAO et al., 2014; ENGEL, SURALIK, MARCHETTI-
DESCHMANN, 2020). A FIGURA 5 esquematiza a reagdo de metoximagdo com
cloridrato de metoxiamina seguida da sillagdo com BSTFA para uma molécula de

glicose.

FIGURA 5 - METOXIMAGAO E SILILAGAO DE UMA MOLECULA DE GLUCOSE
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FONTE: Adaptado de Lunzhao et al. (2014).

3.3 ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS

O avancgo tecnoldgico nas analises quimicas instrumentais, que introduziu

espectrometros e cromatografos nas rotinas laboratoriais, ocasionou um enorme
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crescimento na quantidade e variedade de dados experimentais produzidos, os quais
demandaram ferramentas matematicas para viabilizar a sua interpretacao adequada,
de forma multivariada. A busca por ferramentas estatisticas para o
tratamento/conversao de grandes conjuntos extraindo o maximo de informagdes uteis
culminou no desenvolvimento da quimiometria (FERREIRA, 2015).

Segundo IUPAC, a quimiometria pode ser definida como a “aplicagcdo de
estatistica a analise de dados quimicos (de quimica orgénica, analitica ou de quimica
medicinal) e o planejamento de experimentos quimicos e simulagbes”. Sua aplicagao
vem sendo difundida em diversas areas, tais como: quimica medicinal e
computacional, com estudos de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)
para planejamento de novos farmacos; controle de qualidade on-line em industrias
quimicas, farmacéuticas e de alimentos; area médica, em tratamentos de imagens e
metabolémica, na identificacdo de marcadores de doengas (FERREIRA, 2015).

Pilon e colaboradores (2020) resumem bem os diferentes métodos
usualmente empregados na analise multivariada de dados, especialmente aplicados
a metabolédmica. Estes métodos sdo capazes de representar as amostras como
pontos dentro de um espacgo de variaveis em menor dimensionalidade (componentes
ou variaveis latentes), os quais podem ser divididos em:

e Analises ndo-supervisionadas (exploratérias): visam o entendimento global

dos dados, viabilizando a detecgao de tendéncias, reconhecimento de padrdes ou
agrupamentos. Entre elas destacam-se a Analise de Componentes Principais (PCA)
e Andlise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA);

¢ Analises supervisionadas: visam a obtencdao de uma correlacédo entre as

variaveis quimicas e um conjunto de dados (modelo) usado como base para a
predicdo. Diferentes ferramentas podem ser usadas na construgdo de modelos de
regressao (calibracdo multivariada), como o Partial Least Squares (PLS) e Partial
Least Squares Discriminat Analysis (PLS-DA), entre outros.

Independentemente do método selecionado para as analises multivariadas, a
organizacao prévia dos dados se faz necessaria, bem como a avaliacdo da
aplicabilidade de pré-tratamentos sobre amostras e/ou variaveis, reduzindo fatores
influentes oriundos da etapa de aquisi¢gao dos dados (VAN DEN BERG et al., 2006;
FERREIRA, 2015).
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3.3.1 Organizacao e pré-tratamento dos dados

Antes de iniciar a analise quimiométrica € necessario organizar os dados por
meio da construgdo de uma matriz X (n x m), em que cada amostra € associada a um
respectivo vetor linha (n) e cada coluna (m) da matriz corresponde a uma variavel
medida. Na interseg¢édo de cada linha e coluna s&o inseridos os resultados analiticos
da amostra para aquela variavel.

Apods a organizagao dos dados € possivel realizar o seu pré-tratamento, de
forma a reduzir as variacbes indesejaveis que nao foram removidas durante a
aquisicdo dos dados e que nao serédo eliminadas naturalmente durante a analise
estatistica, mas que podem influenciar os resultados. O pré-tratamento dos dados
pode ser conceitualmente dividido em transformacao (aplicada as amostras) e pré-
processamento (aplicado as variaveis medidas). Os diferentes pré-tratamentos podem
ser utilizados individualmente ou combinados entre si para se atingir o objetivo
desejado, sendo necessario conhecer como o pré-tratamento funciona e qual o
resultado da sua aplicagdo (FERREIRA, 2015). O quadro a seguir resume alguns dos

principais pré-tratamentos aplicados em quimiometria.

QUADRO 5 — EXEMPLOS DE PRE-TRATAMENTOS APLICADOS EM QUIMIOMETRIA

TRANSFORMAGAO PRE-PROCESSAMENTO
(AMOSTRAS - LINHAS DA MATRIZ X) (VARIAVEIS - COLUNAS DA MATRIZ X)
e Centragem dos dados na média: consiste na
subtragao de cada valor individual do valor médio

e Alisamento: grande aplicagdo nas areas de

espectroscopia e cromatografia para redugéo da
componente aleatéria e aumento do sinal ruido;

e Correcdo da linha de base: comum no
tratamento de dados de anadlises por
infravermelho com refletancia difusa,

empregando primeira derivada e/ou segunda
derivada (para corrigir deslocamento e inclinagéao
dos dados);

e Logaritmo: visa linearizar e reduzir a assimetria
das distribuicdes dos dados;

e Normalizacdo: um fator de normalizagdo é
empregado, a exemplo da normalizacdo de
sinais em espectrometria de massa (geralmente
0 pico com maior razéo m/z é normalizado, sendo
os demais expressos como uma fragdo ou
porcentagem desse fragmento).

da coluna, mantendo a estrutura original dos
dados;

e Escalamento pela varidncia: os dados
individuais da coluna sdo divididos por um fator
de escala (desvio padrao da coluna), tornando os
dados adimensionais;

e Autoescalamento: dados sdo centrados na
média e escalados pelo desvio padrao
(subtraidos do valor médio e divididos pelo

desvio padrdo da coluna), tornando-se
adimensionais;
e Escalamento  por Pareto: extensdo do

autoescalamento que utiliza a raiz quadrada do
desvio padrdo como fator de escala (dados nao
se tornam adimensionais);

e Escalamento pela Amplitude: dados escalados
pela amplitude dos dados da coluna.

FONTE: Adaptado de Van den Berg et al. (2006) e Ferreira (2015).
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A centragem na média costuma ser o pré-processamento mais frequente
quando se trabalha com dados espectrais, pois ndo impacta a variancia interna dos
dados e possibilita a redugcao dos deslocamentos da linha de base (a diregao da maior
variancia ao redor da origem € a do espectro médio). O escalamento pela variancia,
por sua vez, atribui igual peso a todos os comprimentos de onda, ndo levando em
consideracao se o sinal se trata de um pico ou um ruido (razao pela qual esse pré-
processamento ndo € aconselhavel). O autoeacalamento costuma ser empregado
quando ha diferentes unidades para as variaveis avaliadas ou quando ha grande
variagao dos dados, minimizando a influéncia de uma variavel dominante nas analises
posteriores. Porém, este pré-processamento néo € recomendado para dados ruidosos
de LC-MS e RMN, por exemplo. Nesses casos, comuns em estudos de metabolémica
e protedmica, o escalamento de Pareto torna-se o pré-processamento mais
apropriado, reduzindo a importancia de valores altos (menos impactados pelo ruido),
mas nao tdo drasticamente quanto o autoescalamento, mantendo a estrutura dos
dados parcialmente inalterada (VAN DEN BERG et al., 2006; FERREIRA, 2015).

3.3.2 Analise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (Principal Component Analysis — PCA)
consiste em um método base para o tratamento de dados multivariados, amplamente
empregado para a compressao de grandes conjuntos de variaveis em dimensodes
menores que contém as informag¢des mais relevantes sobre elas. Esse método é
capaz de projetar os dados multivariados em um espago dimensional reduzido, sem
que as relagdes entre as amostras sejam afetadas, o que facilita a visualizagao e
interpretacado das diferencas existentes entre as variaveis, das relagdes que podem
existir entre as amostras, além da deteccao daquelas que apresentam comportamento
atipico (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2006; ROGGO et al., 2007; BOCCARD,
VEUTHEY, RUDAZ, 2010; BALLABIO, CONSONNI, 2013; FERREIRA, 2015). Este
meétodo é usualmente empregado, ainda, como uma analise exploratoria prévia a
construgdo de modelos de classificagdo como o Partial Least Squares Regression
Discriminant Analysis (PLS-DA), quando a constru¢ado destes modelos de predicéo é
desejada, auxiliando na definicdo dos pré-tratamentos mais adequados e detecgao de
outliers que podem impactar a regressao (BALLABIO, CONSONNI, 2013).
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A reducdo da dimensdo das variaveis ocorre quando existe colinearidade
entre elas na matriz de dados, o que possibilita seu agrupamento por combinagdes
lineares conforme suas semelhangas. Logo, havendo correlagbes significativas no
conjunto de dados original, € possivel encontrar um niumero menor de novas variaveis
(eixos) capazes de resumir toda a informag¢do da matriz de dados. Cada novo eixo é
denominado Componente Principal (PC) e é obtido pela transformacédo das
coordenadas das variaveis originais de uma matriz de dados (amostras x variaveis)
em um novo eixo de variaveis ortogonais (ndo correlacionadas), que explica a maior
quantidade de informacao dos dados obtidos (FERREIRA, 2015; SOARES, 2018).

Conforme mencionado anteriormente, as PCs sdo obtidas a partir de
combinagdes lineares das variaveis originais. A primeira componente principal, PC1,
€ definida pela dire¢cao que descreve a combinacéo linear da maxima variancia dos
dados originais (isto €, a de maxima informacao). Ja a PC2 e suas subsequentes
representam a diregdo da maior variancia sempre de forma ortogonal a PC anterior,
ou seja, descrevem a variancia restante. Como esses eixos sdo calculados em ordem
decrescente de importancia, muitas vezes a informacéo relevante fica concentrada
nas duas ou trés primeiras PCs, sendo que as ultimas PCs contém, principalmente,
variagdes aleatérias como erros experimentais, que podem ser ignoradas (NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015).

A FIGURA 6 exemplifica a combinagao linear de um conjunto de dados
contendo trés variaveis originais (x1, x2, x3), explicando sua distribuicdo em um novo
espaco de duas dimensodes formado pelas novas variaveis PC1 e PC2 e indicando o

impacto destas variaveis sobre o modelo.
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FIGURA 6 — REPRESENTAGCAO DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS
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FONTE: Adaptado de Boccard, Veuthey, Rudaz (2010).

As novas coordenadas das amostras no novo sistema de eixos das
componentes principais sdo denominadas de scores e fornecem um resumo ou visao
geral da relagédo entre elas, possibilitando a visualizagdo de grupos, tendéncias ou
mesmo oultliers. O grafico de loadings, por sua vez, representa o quanto cada variavel
original contribui para a formagdo da PC, ou seja, seu peso (loading) individual no
modelo. Portanto, os scores expressam as relagdes entre as amostras (sua
proximidade indica um perfil multivariado semelhante), enquanto os loadings indicam
as relagdes entre as variaveis, sendo as direcbes no grafico de scores
correspondentes a do grafico de loadings, permitindo identificar quais variaveis
separam diferentes grupos de amostras (TRYGG, HOLMES, LUNDSTEDT, 2007;
FERREIRA, 2015).

3.4 ANALISES ESTATISTICAS UNIVARIADAS

As analises multivariadas, discutidas de forma sucinta no item anterior, sdo

o6timas ferramentas para avaliagdo estatistica de grandes conjuntos de dados
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(amostras e variaveis), pois s&o capazes de reduzir significativamente a sua
dimenséo, fornecendo uma visdo geral aproximada de sua distribuicdo. Elas tém a
vantagem de considerar os padroes gerais em todo o conjunto de dados, mas podem
introduzir desafios adicionais e fontes de variabilidade devido ao pré-tratamento de
dados, muitas vezes necessarios para analisar todas as variaveis de uma s6 vez
(SUGIMOTO et al., 2012). Nesse contexto, as analises estatisticas univariadas, que
permitem a avaliagdo das variaveis estudadas de forma individualizada, também
podem fornecer informacdes uteis, complementando ou mesmo corroborando os
resultados observados em ensaios multivariados. No caso de estudos que envolvem
um grande numero de variaveis sob investigacdo, a exemplo de estudos de
metaboldmica, sua aplicacao rotineira ainda pode apresentar certa resisténcia devido
a necessidade de avaliacao individual de cada variavel estudada, o que néo limita,
tampouco invalida a sua relevancia para esse tipo de estudo.

Um teste univariado, usualmente, compara o valor estatistico (ex: média ou
mediana) entre dois grupos de estudo de amostras empregando diferentes testes
estatisticos para esta finalidade. Com base na heterocedasticidade, normalidade e
independéncia dos conjuntos de dados, a comparacao pode ser paramétrica ou hao
paramétrica. Entre algumas ferramentas estatisticas univariadas tipicas destacam-se
teste t (pareado ou ndo pareado), andlise de varidancia (ANOVA), teste de soma de
classificagdo de Wilcoxon, teste de Kruskal-Wallis entre outros, a depender do
desenho experimental e distribuicdo de dados (LAMICHHANE et al, 2018). O
QUADRO 6 exemplifica alguns testes estatisticos empregados de acordo com a

distribuicdo dos dados (normal versus nao normal) e conforme desenho experimental.

QUADRO 6 — TESTES ESTATISTICOS SEGUNDO DESENHO EXPERIMENTAL E DISTRIBUIGAO

DOS DADOS
DISTRIBUIGAO NORMAL | DISTRIBUIGAO NAO-NORMAL
DESENHO (PARAMETRICO) (NAO PARAMETRICO)

EXPERIMENTAL COMPARAGAO DE MEDIAS | COMPARAGAO DE MEDIANAS

Comparacao de dois grupos
nao pareados
Comparacao de dois grupos
pareados

Compgragao de mais de ANOVA unidirecional com .
dois grupos nao Kruskal-Wallis

correspondentes comparacao multipla
Comparagao de mais de
dois grupos ANOVA de medidas repetidas Friedman
correspondentes

Teste t ndo pareado Mann-Whitney

Teste t pareado Wilcoxon signed-rank

Fonte: Adaptado de Vinaixa et al. (2012).
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Conforme resumido por Vinaixa et al. (2012) no quadro anterior, o desenho
experimental dependera de condigbes experimentais consideradas no planejamento
e execugao do estudo. A distribuicdo populacional dos dados, por sua vez, ira
determinar o tipo de teste estatistico a ser empregado: paramétrico (baseado na
suposicao de que os dados sdo amostrados de uma distribuicdo gaussiana ou normal)
e nao paramétrico (ndo supde a distribuigao da populacgéo).

A decisdo entre testes paramétricos e ndo paramétricos deve ser baseada em
trés pressupostos que devem ser verificados: normalidade, homogeneidade das
variancias  (homoscedasticidade/heterocedasticidade) e independéncia. A
normalidade é assumida em testes estatisticos paramétricos, como teste t ou ANOVA
e pode ser avaliada estatisticamente ou graficamente por testes de hipétese como
Shapiro-Wilk (indicado para amostras pequenas, com N < 50) e Kolmogorov-Smirnov,
por exemplo. A homoscedasticidade (homogeneidade de variancias) pode ser
avaliada por métodos graficos (ex: boxplot) ou métodos estatisticos como testes de
Levene e Bartlett, sendo o primeiro 0 menos sensivel a desvios da normalidade. Por
fim, a independéncia avalia se dois eventos sao independentes quando a ocorréncia
de um nao impacta/interfere na probabilidade da ocorréncia do outro (VINAIXA et al.,
2012).

Testes t e ANOVA sdo usados quando a variavel de resposta tem uma
distribuicdo normal (LM). Quando os dados ndo apresentam normalidade, tratamentos
estatisticos ndo paramétricos (NP) devem ser utilizados. Nesse sentido, um modelo
linear generalizado (GLM) tem sido utilizado como uma alternativa ndo paramétrica
para ANOVA, a exemplo do realizado em um estudo conduzido por Austel et al.
(2017), que avaliou a correlagcao entre o uso de fumigantes e alteragdes no perfil de
compostos volateis de sementes de girassol. O GLM corresponde a uma grande
classe de modelos estatisticos usados para relacionar respostas a combinacdes
lineares de variaveis preditoras independentes, englobando distribuigdes com
menores exigéncias dos modelos normais aplicados a ANOVA. Isso fornece maior
flexibilidade em relagdo aos modelos lineares classicos e permite tratar os dados com

distribuicdo n&o normal com maior robustez (MELO, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELEGCAO DOS CLONES DE ERVA MATE

Para o presente estudo foram selecionados 2 (dois) clones de erva mate,
mantidos como minicepas em um minijardim clonal localizado na cidade de Colombo,
Parana, Brasil (25° 20'S e 49° 14'W, 950 m acima do nivel do mar). As minicepas
foram cultivadas em sistema semi-hidropbnico em canaletdo com areia lavada
(WENDLING, DUTRA, GROSSI, 2007), fertilizadas diariamente com solugao nutritiva
via sistema de fertirrigagdo por gotejamento (WENDLING, SANTIN, 2015), sendo
mantidas em casa de vegetagcdo com temperatura e umidade controladas
(temperaturas entre 13°C e 37°C, com uma média de 25,3°C e umidade relativa do ar

>85%). A composicao da solugao nutritiva utilizada é especificada no QUADRO 7.

QUADRO 7 — COMPOSIGCAO DA SQLU(}AO NUTRITIVA UTILIZADA NO SISTEMA DE
FERTIRRIGAGCAO DO MINIJARDIM CLONAL

CONSTITUINTE CONCENTRAGAO (mg.L")

Faésforo 25

Potassio 200
Calcio 45
Magnésio 45

Enxofre 76,9
Boro 1,5
Cobre 0,1
Ferro 5

Manganés 1

Zinco 0,7

Molibdénio 0,07

Nitrogénio total NOs 156
NH4 50

FONTE: Duarte et al. (2020).

Os clones EC24 e EC50 foram selecionadas para o estudo devido as suas
diferentes caracteristicas de enraizamento (alta e baixa performance,
respectivamente, conforme observado previamente por Vieira et al., 2021), além de
estarem em condicdo foliar e de brotacdo favoravel no momento da coleta de

miniestacas. Estes clones, entre outros, sdo oriundos de um programa de
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melhoramento genético da Embrapa Florestas estabelecido na cidade de lvai, Parana,

Brasil.

FIGURA 7 — MINICEPAS CULTIVADAS EM MINIJARDIM CLONAL COM SISTEMA SEMI-
HIDROPONICO (EMBRAPA FLORESTAS, COLOMBO, PARANA)

S AR e R iy

FONTE: O autor (2022).

4.2 PROPAGAGAO DOS CLONES SELECIONADOS POR MINIESTAQUIA

4.2.1 Preparo das miniestacas e coleta das folhas para analise de metabdlitos

As brotagdes das minicepas dos clones selecionados (EC24 e EC50) foram
colhidas em janeiro de 2022, utilizando tesoura de poda, e armazenadas em caixas
de isopor contendo agua para evitar o estresse hidrico e manter a turgescéncia do
material vegetal. As miniestacas foram confeccionadas logo em seguida, a partir das
brotacdes coletadas, realizando corte em bisel na por¢ao basal do caule, mantendo
um comprimento médio foi de 8 cm (+0,5 cm) e 3 folhas com area foliar reduzida em
50%.

As miniestacas preparadas foram imersas por cerca de 10 segundos em uma
solugao hidroalcoolica 0,3% (p/V) de acido indolbutirico (AIB) e imediatamente
plantadas em tubetes de polipropileno contendo o substrato comercial Agrofior F6®,
composto por cascas de pinus compostado e fibra de coco 100% organico. Ao todo
foram preparadas 60 miniestacas para cada gendtipo selecionado, totalizando 120

miniestacas, as quais foram mantidas em casa de vegetacao climatizada (80% de



46

umidade relativa e temperatura de 20 a 30 °C) por aproximadamente 120 dias para

seu enraizamento.

FIGURA 8 — PRODUGAO DE MINIESTACAS A PARTIR DE MINICEPAS CULTIVADAS EM
MINIJARDIM CLONAL

-

v

Parte das folhas cortadas,
identificadas e
armazenadas em N2 ()

!

Amostras transferidas para
freezer a -80°C

Coleta de brotagdes para Brotagdes mantidas em isopor Preparo da miniestaca e coleta das
produgéo de miniestacas contendo agua amostras das folhas para analise

Casa de vegetagéo onde as Miniestacas transferidas para tubetes contendo substrato

miniestacas sao mantidas para

enraizamento (amostras numeradas para identificacao)

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

Os 50% restantes das folhas de cada miniestaca preparada foram envoltos
em papel aluminio, devidamente identificados conforme sua minicepa e miniestaca de
origem, sendo imediatamente armazenados sob nitrogénio liquido, de forma a cessar
o metabolismo das folhas e mitigar alteragées na composigdo de seus constituintes
quimicos. Em seguida as folhas foram transferidas para freezer a -80 °C e mantidas
sob estas condi¢des até o momento do preparo para as analises cromatograficas (CG-

EM).
4.2.2 Avaliacao das respostas das miniestacas e selecido de amostras
Apo6s um periodo de enraizamento de cerca de 120 dias, em maio de 2022,

as 120 miniestacas produzidas (60 de cada clone propagado) foram avaliadas quanto

as respostas enraizamento ou esclerificagdo (morte). Além disso, as principais



47

caracteristicas das amostras enraizadas foram catalogadas em planilha para viabilizar
sua classificagdo quanto a similaridade de resposta de enraizamento, considerando
0s seguintes aspectos:

a) Numero de raizes axiais formadas e comprimento da raiz principal;

b) Formacéao de calos;

c) Presenca de brotos;

d) Manutencgédo das folhas da miniestaca original.

Apos esta classificacdo, 5 (cinco) amostras biolégicas de cada clone
propagado e de cada resposta biolégica foram selecionadas para a investigagao dos
metabdlitos de suas folhas de origem. Para as amostras enraizadas foram
consideradas aquelas com a maior formacao de raizes e manutencao das folhas da
miniestaca original, sem a formagéo de calos.?

Para as amostras mortas foram selecionadas aquelas que apresentaram a

minestacas totalmente necrosada.

4.3 ANALISE DE METABOLITOS DAS FOLHAS DE ERVA MATE

Para o preparo e analise das amostras foi utilizado um procedimento
otimizado pela Embrapa Florestas (Colombo/PR) para extragao e derivatizagao de
compostos polares em folhas de erva mate, o qual € baseado em protocolos de
analises de metabolémica descritos por autores como Fiehn et al. (2000).

4.3.1 Preparo das amostras (pulverizagao das folhas das miniestacas)

As folhas originais das miniestacas selecionadas apds o processo de
enraizamento, mantidas por 120 dias sob refrigeragao a -80 °C (desde o procedimento
de propagagao miniestaquia), foram individualmente pulverizadas com auxilio de gral
e pistilo, empregando nitrogénio liquido N2g. As amostras pulverizadas foram

transferidas para tubos Eppendorf de 2 mL, identificadas e mantidas sob constante

3 A auséncia de calos foi considerada como um critério de sele¢cdo das amostras bioldgicas uma vez
que os diferentes gendtipos apresentaram caracteristicas distintas em relagdo a rizogénese indireta:
algumas amostras do gendtipo EC24 apresentaram a formagéo significativa de calos enquanto o
genotipo EC50 nao apresentou calogénese pronunciada.
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refrigeragao (em N2gy ou refrigerador a -80 °C) até o momento da extragdo de seus

metabolitos.

4.3.2 Extracao dos metabdlitos polares

Cerca de 30 mg das folhas de cada amostra bioldgica, em duplicata quimica,
foram transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 mL. A cada tubo foram adicionados
300 pL de metanol (100%), pré-arrefecido a -20 °C. Apds homogeneizagao em vortex,
30 pyL de uma solugdo de '3C-sorbitol a 0,2 mg/mL foram adicionados a cada
Eppendorf, com auxilio de microsseringa de vidro, para a padronizagao interna.

A extracdo das amostras ocorreu em um equipamento Thermomixer Comfort
(Eppendorf), empregando agitacédo a 950 rpm por 15 minutos, a 70 °C. Apds o
arrefecimento, 200 pL de cloroférmio foram adicionados a cada tubo, que foi agitado
em vortex e novamente transferido para Thermomixer, para novo ciclo de incubacao
(desta vez sob agitagdo a 950 rpm, por 5 minutos, a uma temperatura de 37 °C).

ApoOs esta etapa, 400 yL de agua ultrapura (tipo 1) foram adicionados aos
Eppendorfs, agitados em vértex e centrifugados a 12000 rpm por 7 minutos para a
separagao das fases. Apds a centrifugacéo, a fase polar (superior) de cada amostra
foi transferida para 2 novos tubos Eppendorf*, transferidos, por sua vez, para um
equipamento concentrador Speed Vac, onde foram secas sob vacuo a temperatura
ambiente por 10 horas.

Todos os extratos obtidos apds secagem foram mantidos sob refrigeracao a -

80 °C até o momento da derivatizagdo para analise cromatografica

4.3.3 Derivatizagcdo dos metabdlitos para analise por CG-EM

Para a analise cromatografica dos metabdlitos obtidos da fragdo polar da
extracao das folhas de erva mate, foi empregado o procedimento de derivatizagao por
metoximacgao seguido de sililagao.

Para a metoximagéo, 50 pyL de cloridrato de metoxiamina em piridina (20

mg/mL) foram adicionados aos tubos Eppendorf contendo o residuo seco da fragéo

4 A fragao polar da extragdo de cada amostra foi coletada e dividida em 2 Eppendorfs distintos, de forma
a garantir uma contraprova do processo de extragdo para uma eventual reanalise, se necessaria.
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polar de extracdo, homogeneizados em vortex e incubados 40 °C por 90 minutos em
bloco de aquecimento.

Para a reacado de sililagdo, por sua vez, 50 yL de N-Metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSTFA) foram adicionados aos Eppendorfs apds a reagao de
metoximac&o, homogeneizados em vortex e novamente incubados em bloco de
aquecimento a 40 °C por 90 minutos.

O esquema a seguir (FIGURA 9) ilustra os processos de extragao,

concentragao e derivatizagao (metoximacao e sililagdo) dos metabdlitos extraidos.

FIGURA 9 - ESQUEMA DO PROCESSO DE EXTRACAO, CONCENTRAGCAO E DERIVATIZACAO
DOS METABOLITOS DAS FOLHAS DE ERVA MATE
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FONTE: Adaptado de Melo (2018).

ApoOs as reagdes de derivatizacdo, as amostras foram imediatamente

analisadas em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas.

4.3.4 Analise por CG-EM

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo gasoso
Focus GC (Thermo), utilizando inje¢cao automatica (TripPlus AS, Thermo) acoplado a
um espectrémetro de massas lon trap (Polaris Q, Thermo). A inje¢cdo das amostras

ocorreu com divisao de fluxo 1:25 (1 min) e a analise foi realizada com fluxo constante
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e compensagao a vacuo, com a temperatura do injetor a 230 °C, linha de transferéncia
a 250 °C e gas de arraste hélio a 1,0 mL.min"". Para a separagdo dos compostos foi
utilizada uma coluna cromatografica modelo DB-5 (30 m x 0,25 mm Thermo Scientific)
e a seguinte programacéao de temperatura do forno da coluna: 70 °C com isoterma de
1 minuto, aquecimento até 320 °C na taxa de 8 °C.min-!, com isoterma final de 8
minutos.

O espectrémetro de massas foi operado no modo positivo com ionizagao por

impacto de elétrons a 70 eV e temperatura da fonte de ions a 200 °C.

4.3.5 ldentificagado e quantificacdo dos metabdlitos detectados

Os cromatogramas foram obtidos utilizando o software de operagao do
cromatégrafo (Xcalibur) e transferidos para o software AMDIS (Automated Mass
Spectral Deconvolution, NIST) para a identificacao dos principais sinais detectados, a
partir de sua deconvolugdo. Para a identificacdo foi realizada a comparagao de
espectros de massas e do indice de retencao (IR) com a biblioteca GMD-Database
(HUMMEL et al., 2010; DETHOLOFF et al., 2014). O IR foi calculado pelo software
AMDIS com base na andlise de hidrocarbonetos saturados lineares realizada sob as
mesmas condi¢des analiticas (C1oH22 a CaoHs2). Alguns compostos, mesmo n&o sendo
identificados previamente frente a biblioteca, foram anotados e seguiram para a etapa
de quantificagdo, visando a investigagdo de sua identidade caso indicados como
significativos nas analises estatisticas.

Para a quantificagdo, os cromatogramas foram processados utilizando o
software Xcalibur. A altura dos trés principais fragmentos caracteristicos de cada
metabdlito foi considerada na quantificacdo, sendo normalizada pela altura do padrao
interno adicionado ('3C-Sorbitol) e pela massa pesada da respectiva amostra,
utilizando planilha construida em Excel®. Os resultados de concentragdo de cada

metabolito foram expressos em ug.g™.
4.4 ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS
A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para reduzir a

dimenséao dos dados e para isso foi empregado o software R (Studio Server, pacotes:

factoextra e FactoMineR). Os dados foram avaliados sem qualquer pré-tratamento e
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utilizando os métodos CLR (Centered Log Ratio) e Pareto (Studio Server, pacotes:
IMIFA e compositions).

Para avaliacdo univariada dos dados obtidos, a normalidade e a
homogeneidade da variancia (homoscedasticidade) foram testadas, sendo as
variaveis analisadas por meio de ANOVA com teste F (p > 0,05) quando apresentaram
distribuicdo de probabilidade normal. As variaveis com outras distribuicbes de
probabilidade foram analisadas utilizando GLM (Modelos Lineares Generalizados),
com distribuicdo gama e teste CHISQ (p < 0,05). Aquelas que nao se adequaram aos
modelos anteriores, por fim, foram tratadas como nao paramétricas (NP) e analisadas
com o teste Kruskall-Wallis (p < 0,05). As comparagdes entre tratamentos e suas
interagbes significativas foram avaliadas por contrastes de Tukey, com um nivel de
significancia de 5%. Todos os testes foram executados pelo software R, por meio dos
pacotes multcomp, stats, lattice e agricolae (R CORE TEAM, 2018).

A FIGURA 10 ilustra o racional de selecdo das analises estatisticas
univariadas aplicadas as variaveis em estudo segundo a distribuicdo de probabilidade

observada.

FIGURA 10 — ESQUEMA DE SELECAO DA ANALISE ESTATISTICA SEGUNDO DISTRIBUIGAO DE
PROBABILIDADE DAS VARIAVEIS (COMPOSTOS ANALISADOS)

p>005 | TESTE DENORMALIDADE | p<005
Lo Ty :
A 4 :® v A 4
LM GLM
NP fc-----

FONTE: Adaptado de Melo et al. (2021).
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5 RESULTADOS

5.1 PERFORMANCE DOS CLONES NA PROPAGACAO POR MINIESTAQUIA

Apoés o periodo de enraizamento em casa de vegetagcdo (aproximadamente
120 dias), as miniestacas de erva mate produzidas foram avaliadas quanto as
respostas de enraizamento e esclerificagdo (morte). A TABELA 1 resume estes

resultados, observados para ambos os clones de erva mate avaliados no estudo.

TABELA 1 — RESULTADOS DA PROPAGAGAO POR MINIESTAQUIA

CLONE RESPOSTA N° AMOSTRAS /| TOTAL % AMOSTRAS
Enraizamento 33/60 55,0
EC24 Esclerificagao (Morte) 16 /60 26,7
Auséncia de raizes* 11/60 18,3
Enraizamento 12/ 60 20,0
EC50 Esclerificagéo (Morte) 40/60 66,7
Auséncia de raizes* 8/60 13,3

*Miniestacas que permaneceram vivas (sem indicios de esclerificagdo), mas que ndo apresentavam raizes.

Conforme observado na TABELA 1, o gendtipo EC24 apresentou, assim como
esperado, a melhor performance no enraizamento das miniestacas (55% das
amostras enraizaram). O gendétipo EC50 apresentou apenas 20% das miniestacas
enraizadas.

Apos a classificagcado das respostas, realizada conforme introduzido no item
4.2.2, foram selecionadas para a etapa de analise de metabdlitos 5 (cinco) amostras
bioldgicas de cada gendtipo de erva mate, referentes as respostas sob investigagéo
(morte e enraizamento), as quais sdo identificadas na TABELA 2. Cada amostra
bioldgica, por sua vez, foi submetida as analises por CG-EM sendo o preparo realizado
em duplicata (duplicata quimica).
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS SELECIONADAS PARA ANALISE DE
METABOLITOS POLARES POR CG-EM

AMOSTRA o DA COMPRIMENTO
CLONE RESPOSTA .0 vaicar  N° RAIZES AXIAIS RAIZES (cm)
5 ; -
Esclerificacédo 23
(Morte) 51 . -
58 - '
EC24 21 4 1,6-4,2
. 32 >10 45-5
Enraizamento 55 8 4-48
(raiz) 57 6 4 - é
60 >10 4-55
2 . -
Esclerificacao gg
(Morte) 47 - -
EC50 2 6 375
. 9 3 2,3-4,5
Enraizamento 13 6 22-58
(raiz) 25 4 34-55
37 5 25-5

*Numero da miniestaca identificada e selecionada entre as 60 miniestacas propagadas para cada minicepa.

FIGURA 11 — AVALIAGAO DAS MINIESTACAS APOS PERIODO DE ENRAIZAMENTO

1

Exemplos de miniestacas apds periodo de enraizamento Exemplo de raizes e calos
FONTE: O autor (2022).

5.2 METABOLICOS ANALISADOS POR CG-EM

O processamento dos dados das analises por CG-EM utilizando o software
AMDIS possibilitou a anotacdo de 86 compostos. Entre os compostos anotados, 48
foram efetivamente identificados por meio da comparagdo de seus espectros de

massa e IRs com a biblioteca. Os compostos foram nomeados de C1 a C86 durante
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a quantificacado, realizada por meio da altura dos 3 principais fragmentos de massa,
utilizando o software de operagdo do CG-EM (XCalibur).

A TABELA 3 lista os compostos efetivamente identificados frente a biblioteca,
incluindo os respectivos codigos de identificacao (IDs), indices de retencao (IRs),
principais fragmentos de massa (m/z) e resultados meédios de concentragdo expressos
em pg.g' (normalizados frente ao padrao interno e massa de cada amostra pesada).
Nela é possivel visualizar, principalmente, metabdlitos primarios como os acucares e
seus derivados, que se destacam pela maior concentracido frente aos demais
compostos identificados nas folhas de ambos os clones de erva mate, entre eles a
sacarose (C73), a glucose (C47) e o mioinositol (C59). Ja entre os metabdlitos
secundarios identificados destacam-se os derivados cafeoilquinicos, especialmente o
acido quinico (C43) e os acidos 5-cafeoilquinico (5-CQA - acido neoclorogénico) e 3-
cafeoilquinico (3-CQA - 4&cido clorogénico), codificados como C85 e C83,
respectivamente, na etapa de quantificagao realizada no software XCalibur.

Os resultados médios de concentracdo e o desvio padrao apresentados na
TABELA 3 ja desconsideram os dados relativos a amostras apontadas como
anb6malas (outliers) nas analises estatisticas. Mesmo apds a exclusao de outliers,
porém, € possivel verificar que os valores de desvio padrao sao bastante significativos
quando comparados ao respectivo valor médio de concentragdo, 0 que ¢€
compreensivel tendo em vista os diferentes fatores que podem contribuir para a maior
variabilidade e dispersdo dos dados (ex: amostragem, cuidados no manuseio das
amostras apos a coleta, variagdes metabdlicas intrinsecas da matriz, método analitico,
entre outros). Esta variabilidade dos dados obtidos, portanto, reforca a necessidade
da aplicacado de ferramentas estatisticas, associadas ou ndo a pré-tratamentos dos
dados brutos, para viabilizar a sua interpretagao e conclusédo em relagéo ao principal
objetivo do estudo: determinar se ha uma correlagcéo entre a concentragao foliar dos
metabdlitos (anterior a confecgdo da miniestacas) com as respostas de morte e

enraizamento no processo de propagagao por miniestaquia.
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5.3 ANALISES ESTATITICAS

Para as analises estatisticas, realizadas por meio do software R (conforme
descrito no item 4.4), os dados de concentragdo de cada composto anotado (C1 a
C86, expressos em ug.g”') foram organizados em uma planilha de Excel®, e
classificados em fatores (F1 e F2) e niveis (L1 e L2), conforme detalhado no QUADRO
8. O fator F1 foi relacionado aos clones estudados (niveis L1 e L2 para EC24 e EC50,
respectivamente) e o fator F2 foi relacionado a resposta observada no processo de

miniestaquia (niveis L1 e L2 para Morte e Enraizamento, respectivamente).

QUADRO 8 — ORGANIZAQAO/CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS PARA AS ANALISES
ESTATITICAS NO SOFTWARE R

CLONE RESPOSTA F1 F2
EC24 Morte L1 L1
EC24 Raiz / Enraizamento L1 L2
EC50 Morte L2 L1
EC50 Raiz / Enraizamento L2 L2

5.3.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

Para as analises estatisticas multivariadas foi utilizado o método de Analise
de Componentes Principais (PCA), aplicado aos dados brutos de concentragao dos
compostos normalizados pelo padréo interno e massa fresca da amostra (variaveis) e
empregando os métodos Pareto e logaritmo centrado na média (Centered log ratio,
CLR) no pré-tratamento dos dados. Nesta avaliacdo, bem como nas analises
estatisticas univariadas discutidas adiante, foi possivel identificar algumas amostras e
variaveis andmalas (outliers), as quais foram excluidas do conjunto de dados inicial
para a condugao de todas as analises estatisticas (conforme ja indicado na TABELA
3).

A FIGURA 12 ilustra os graficos de scores e loadings obtidos na analise de
componentes principais, utilizando os dados sem e com o0s respectivos pre-
tratamentos selecionados, contemplando os fatores F1 (clones) e F2 (respostas da
miniestaquia). A FIGURA 13, por sua vez, apresenta os graficos de scores avaliados

separadamente para cada um dos fatores.
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Conforme observado na FIGURA 12, a andlise de componentes principais
aplicada as variaveis sem um pré-tratamento dos dados foi capaz de explicar 79,2%
de sua variancia, considerando duas componentes principais (56,5% explicados pela
PC1 e 22,7% pela PC2). Um comportamento muito similar pode ser observado para
os dados pré-processados pelo método de Pareto, com 57,9% da variancia global
explicada pelas mesmas componentes principais. A similaridade entre os resultados
observados para ambas as analises pode ser justificada pelas caracteristicas deste
método de pré-processamento, o qual é capaz de reduzir a importancia dos valores
mais altos de concentracao das variaveis estudadas (que sdo menos impactados, por
exemplo, pelo ruido da técnica analitica), sem impactar a estrutura e a dispersao
caracteristica dos dados originais. Dessa forma, o Pareto possibilita uma maior
reducdo da dimenséo dos dados, sem impactos sobre sua estrutura original, o que
fica evidente nos respectivos graficos de scores e loadings: a dispersdo dos dados em
ambas as dimensbdes (PC1 e PC2) permanece praticamente inalterada na analise com
Pareto (em relagdo aos dados sem pré-tratamento), porém houve uma redugao
consideravel de suas escalas, que possibilita a visualizacdo ampliada dos dados,
principalmente no grafico de loadings, o que passou a destacar novas variaveis
significativas para o modelo.

Nos graficos de scores (sem pré-tratamento e com Pareto) observa-se que ha
algumas tendéncias de agrupamento dos dados: a primeira componente principal
tende a separar o fator F2 (resposta), visto que os dados referentes as amostras que
enraizaram encontram-se dispersos mais a direita desse eixo, enquanto os dados
referentes as amostras que ndo enraizaram (mortas) deslocam-se mais a esquerda
da PC1. O eixo correspondente a PC2, por sua vez, tende a separar os diferentes
clones estudados (fator F1): a grande maioria dos dados referentes ao clone EC24
encontra-se no eixo inferior desta componente principal, enquanto os dados referentes
ao clone EC50 apresentam maior tendéncia de dispersdo no eixo superior da PC2.
Uma vez que as direcbes das variaveis observadas no grafico de /loadings
representam o seu impacto (carga) sobre a construgdo das componentes principais,
€ possivel correlacionar os compostos observados nesse grafico com a dispersao das
amostras visualizadas no grafico de scores. Neste contexto, portanto, é possivel inferir
que o composto C73 (sacarose) apresenta forte relagdo com a resposta de
enraizamento, especialmente em relagao ao clone EC24 (que efetivamente apresenta

concentragdes maiores desse agucar nas folhas analisadas, conforme valores médios
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visualizados na TABELA 3). Esta correlagdo entre a concentragdo mais elevada de
sacarose nas folhas e o enraizamento pode, inclusive, explicar a melhor performance
do clone EC24 no enraizamento apds a propagagao por miniestaquia. Outro
metabdlito que se destaca no mesmo grafico de loadings e que pode ser efetivamente
correlacionado ao enraizamento da miniestacas é o mioinositol (C59), que apresenta
concentragdes significativamente maiores nas folhas oriundas das miniestacas que
enraizaram, as quais sdo muito similares para ambos os clones (conforme também
observado na TABELA 3). Adicionalmente, é possivel verificar que alguns metabdlitos
secundarios se destacaram no grafico de loadings, dessa vez diferenciando os clones
sob estudo: os derivados cafeoilquinicos C85 (acido 5-trans-cafeoilquinico) e C83
(acido 3-trans-cafeoilquinico) sdo observados de forma mais significativa no clone
EC50, enquanto o acido quinico (C43), precursor dos derivados cafeoilquinicos,
destaca-se mais no clone EC24. O QUADRO 9 resume os principais metabdlitos
verificados no grafico de loadings, considerando os dados pré-processados pelo

método Pareto.

QUADRO 9 — PRINCIPAIS VARIAVEIS AVALIADAS NO GRAFICO DE LOADINGS (PCA COM PRE-
PROCESSAMENTO POR PARETO) E SUA CORRELAGAO COM OS FATORES ESTUDADOS

VARIAVEL (COMPOSTO) CLONE (F1) RESPOSTA (F2)
C59 (mioinositol) EC24 e EC50 Enraizamento
C73 (sacarose) EC24 Enraizamento
C85 (acido 5-trans-cafeoilquinico) EC50 -
C83 (acido 3-trans-cafeoilquinico) EC50 -
C43 (Acido quinico) EC24 -

Nas FIGURAS 12 e 13 também sao apresentados os graficos de scores e
loadings observados apos o pré-tratamento dos dados empregando o método CLR.
Este pré-tratamento é comumente aplicado a dados composicionais, que transmitem
informacgdes relativas como medigdes de probabilidade, proporgdes, porcentagens,
partes por milhdo (ppm), entre outros, sendo, por esta razdo, selecionado
adicionalmente para avaliagao dos dados obtidos no presente estudo. O método CLR
aplica o logaritmo (log) sobre a razao das variaveis observadas e a sua média
geométrica (R CORE TEAM, 2018). Nos graficos de scores obtidos apds esse pré-
tratamento também €& possivel verificar certos agrupamentos das amostras, cuja
variancia global de 44,9% é explicada por duas componentes principais: neste caso,

a PC1 representou melhor a diferenciacéo entre os clones, EC24 disperso mais a
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esquerda e ECS50 disperso mais a direita, com menor sobreposi¢cao de dados em
relacdo aos resultados discutidos anteriormente (FIGURA 13). A PC2, por sua vez,
explicou de forma parcial a dispersdo das amostras em relacdo as respostas
estudadas. Nota-se, portanto, que esse pré-tratamento foi mais eficiente em explicar
as diferengas entre os clones avaliados, mas néo tdo eficiente na diferenciacdo das
amostras considerando as respostas de enraizamento e morte, visto a maior
sobreposicao de dados destes diferentes grupos. O grafico de loadings referente a
esse pré-tratamento foi capaz de evidenciar apenas 2 compostos potencialmente
relacionados a diferenciacdo dos clones: C74 (maltose), observado em maior
concentragao nas amostras do clone EC24 e o composto C76 (nao identificado), mais
pronunciado nas amostras do clone EC50 e nas amostras do EC24 que enraizaram
(conforme TABELA 3). Logo, entende-se que este pré-tratamento ndo foi tdo eficiente
em apontar os compostos relacionados a resposta de enraizamento/morte, principal
objetivo do estudo, quando comparado ao pré-processamento empregando o método

de Pareto.

5.3.2 Analises univariadas

Conforme mencionado anteriormente, analises multivariadas como a PCA
possibilitam a reducédo da dimensdo de um grande numero de variaveis, facilitando
sua visualizagdo. Eventualmente, porém, a aplicacao de pré-tratamentos, comum
nesse tipo de analise, pode introduzir novos desafios a sua interpretacdo, contornavel
pela conducdo complementar de analises estatisticas univariadas.

Sendo assim, os compostos indicados como relevantes para a distingdo de
respostas e/ou clones na PCA foram avaliados também por meio de analises
estatisticas univariadas (conforme descrito no item 4.4). Nesta avaliagdo foram
incluidos os metabdlitos que compartilham a mesma rota metabdlica daqueles que se
destacaram na PCA (acucares e derivados cafeoilquinicos) e, adicionalmente, os
aminoacidos anotados na analise por CG-EM. Embora estes ultimos nao tenham se
destacado na analise multivariada (possivelmente pela sua menor concentragédo em
relagcdo aos agucares e acidos clorogénicos), sua avaliagdo também foi realizada
tendo em vista a importancia destes compostos no metabolismo e desenvolvimento

vegetal.
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Na TABELA 4 e nos histogramas a seguir (FIGURAS 14 a 16) sao
apresentados os resultados observados nas analises univariadas, aplicadas aos

compostos selecionados.

TABELA 4 — ANALISES ESTATITICAS UNIVARIADAS APLICADAS A AMINOACIDOS, ACUCARES
E DERIVADOS CAFEOILQUINICOS

F2

ID COMPOSTO IDENTIFICADO VARIAVEL F1 (CLONE) (RESPOSTA) F1xF2
Aminoacidos
C3 Alanina NP ns b -
C7 Valina NP Horx ns -
C13 Serina NP b ns -
C14 Treonina NP i ns -
C18 Ac. aspartico GLM o o e
C19 Ac. piroglutamico GLM i ns *
C20 Ac. 4-amino butanoico GLM i * e
C26 Ac. glutamico GLM o o e
C49 Tiramina GLM ns ns ns
Acucares
C12 Ac. glicérico NP ns ns -
C28 Ribose (1) NP ns ns -
C29 Arabinose GLM ns ns ns
C30 Ribose (2) GLM * ns ns
C31 Arabitol NP ns ns -
C34 Ac. ribénico GLM ek ns ns
C35 Glucopiranose NP b ns -
C45 Frutose GLM e ns ns
C46 Galactose NP ns ns -
C47 Glucose GLM ns ns ns
C55 Ac. sacarico GLM * ns ns
C57 Ac. galactarico GLM i ns ns
C59 Mioinositol GLM ns b el
C69 Glucose-6-fosfato GLM o b ol
C73 Sacarose GLM ha b e
C74 Maltose NP il ns -
C79 Galactinol GLM ns ns o
C86 6 - kestose GLM ns b e
Derivados hidroxicindmicos (cafeoilquinicos)
C43 Ac. quinico LM o ns ns
C64 Ac. cafeico (trans) NP Hrk * -
C80 Ac. 3-Cafeoilquinico (cis) GLM > e el
C81 Ac. 4-Cafeoilquinico (cis) GLM i > e
C82 Ac. 5-Cafeoilquinico (cis) GLM ns i e
C83 Ac. 3-Cafeoilquinico (trans) GLM * * e
C85 Ac. 5-Cafeoilquinico (trans) NP * o -
NP = ndo paramétrico; GLM = modelo linear generalizado; LM = varidvel com distribuicdo normal; ns = néo

significativo.
Niveis de significancia: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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FIGURA 14 — HISTOGRAMAS DA CONCENTRAGAO DE METABOLITOS E SUA RELACAO COM
OS FATORES “CLONE” E “RESPOSTA” - AMINOACIDOS
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NOTA: As letras observadas sobre os histogramas referem-se as diferengas estatisticas observadas. Caracteres
maisculos representam diferengas entre os clones, enquanto caracteres minusculos representam diferengas entre as

respostas.



FIGURA 15 — HISTOGRAMAS DA CONCENTRAGAO DE METABOLITOS E SUA RELAGAO COM
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NOTA: As letras observadas sobre os histogramas referem-se as diferencas estatisticas observadas. Caracteres
maisculos representam diferengas entre os clones, enquanto caracteres minusculos representam diferengas entre as
respostas.
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FIGURA 16 — HISTOGRAMAS DA CONCENTRAGAO DE METABOLITOS E SUA RELAGAO COM
OS FATORES “CLONE” E “RESPOSTA” — DERIVADOS CAFEOILQUINICOS
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NOTA: As letras observadas sobre os histogramas referem-se as diferengas estatisticas observadas. Caracteres

maisculos representam diferengas entre os clones, enquanto caracteres minusculos representam diferengas entre as
respostas.
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Conforme observado na TABELA 4, a tiramina (C49) € o unico aminoacido
que nao representou significancia para a diferenciacdo estatistica dos clones
avaliados ou das respostas de enraizamento/morte. De maneira geral, os demais
aminoacidos se destacaram principalmente na diferenciagdo dos clones, sendo
observados em maior concentragdo no EC24, que apresenta melhor performance de
enraizamento. Estes dados, portanto, podem evidenciar a maior eficiéncia deste clone
na fixagao e transporte de nitrogénio inorganico (NH4*, NO3°) e consequente formagao
compostos organicos nitrogenados como os aminoacidos. Curiosamente, porém,
alguns dos aminoacidos avaliados apresentaram concentragao estatisticamente mais
relevante na resposta de morte do clone EC24 (alanina, serina, acido aspartico, acido
piroglutamico, acido 4-amino butanoico e acido glutamico, conforme observado na
FIGURA 14). Entende-se que, nesse caso, o acumulo de aminoacidos nas folhas das
miniestacas que ndo enraizaram poderia indicar um eventual desequilibrio metabdlico
destas amostras bioldgicas, o que pode ter afetado rotas metabdlicas importantes
como a de formacgao dos fitohormdnios, por exemplo, essencial para o enraizamento
das miniestacas.

Para os acucares identificados (FIGURA 15), as analises univariadas
apontaram quatro deles como estatisticamente relevantes para a resposta do
processo de miniestaquia: mioinositol (C59) e sacarose (C73), também destacados
na PCA, além da glucose-6-fosfato (C69) e da 6-kestose (C86). O mioinositol
destacou-se como o agucar relacionado ao enraizamento das miniestacas (para
ambos os clones), enquanto a sacarose foi observada em maior concentragdo no
clone EC24, principalmente nas folhas das miniestacas que enraizaram. Esses
resultados, portanto, corroboram aqueles observados na analise multivariada
empregando PCA, conforme discutido anteriormente e destacado no QUADRO 9. A
glucose-6-fosfato e a 6-kestose, por sua vez, correspondem a agucares encontrados
em maior concentragao especialmente nas folhas das miniestacas do clone EC50 que
enraizaram, conforme visualizado nos respectivos histogramas presentes na FIGURA
15. A 6-kestose, inclusive, também pode ser observada no grafico de loadings da PCA
empregando Pareto (composto C86 visualizado na FIGURA 12), que também
correlaciona esse metabdlito ao enraizamento do clone EC50. Na FIGURA 15 também
€ possivel verificar que o acido ribonico, (C34), a glucopiranose (C35), a frutose (C45)

e a maltose (C74) encontram-se em concentragcdes significativamente maiores no
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clone EC24, razdo pela qual foram relacionados a diferenciacdo dos clones nas
analises univariadas detalhadas na TABELA 4.

Por fim, ao avaliar os histogramas referentes aos metabdlitos secundarios
caracteristicos das folhas de erva mate (derivados cafeoilquinicos), também
selecionados para as analises univariadas, observa-se que alguns deles destacam-se
nao soO pela sua representatividade nos diferentes clones (conforme verificado nas
analises multivariadas), mas também por sua relevancia em relagao a resposta do
processo de miniestaquia no respectivo clone. De maneira geral, o acido quinico (C43)
e o0 acido trans-cafeico (C64), que originam os diferentes isbmeros do acido
clorogénico (CGA), sdo observados em maior concentragéo nos clones EC24 e EC50,
respectivamente (vide FIGURA 16). O acido 5-cis-cafeoilquinico (C82) apresentou
maior relagdo com a resposta de enraizamento, enquanto os demais derivados
cafeoilquinicos foram observados de forma mais significativa nas amostras das folhas
do clone EC50 que também enraizaram, especialmente o acido 5-trans-cafeoilquinico
(C85), que se destacou na PCA pela distingdo do clone EC50.

E possivel verificar, portanto, que as analises estatisticas univariadas
corroboraram as correlagdes entre metabdlitos e variaveis independentes (clone e
resposta ao enraizamento) verificadas nas analises multivariadas (PCA). Além do
mais, as analises univariadas permitem a visualizag&o adicional de outros compostos
que também podem ser associados aos diferentes fatores e que, possivelmente, ndo
se destacaram na PCA devido a menor concentracdo em relagao aqueles observados
claramente no grafico de loadings. Sendo assim, considerando os resultados
observados em ambas as analises estatisticas (multivariada e univariada), é possivel
destacar os metabdlitos apresentados no QUADRO 10 e suas respectivas relagdes

com os fatores “clone” e “resposta”.
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QUADRO 10 — PRINCIPAIS METABOLITOS VERIFICADOS NAS ANALISES ESTATISTICAS E SUA
CORRELACAO COM OS FATORES ESTUDADOS

GRUPO ID COMPOSTO CLONE (F1) RESPOSTA (F2)

C3 Alanina - Morte
C7 Valina
C14 Treonina EC24 )

Aminoacidos 13 - Serina
C18 Acido aspartico
C19 Acido piroglutamico EC24 Morte
C20 Acido 4-amino butanoico
C26 Acido glutamico
C59 Mioinositol EC24 e EC50
C73 Sacarose EC24 Enraizamento
C86 6-kestose EC50

Aclcares C34 Acido ribénico
C35 Glucopiranose
EC24 -
C45 Frutose
C74 Maltose
C43 Acido quinico EC24 -
C64 Acido trans-cafeico
_ C80 Acido 3-cis-cafeoilquinico
Cafziﬂ‘éi?rﬂios C81 | Acido 4-cis-cafeoilquinico EC50 Erabraments

C85 Acido 5-trans-cafeoilquinico
C83 Acido 3-trans-cafeoilquinico
C82 Acido 5-cis-cafeoilquinico -
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6 DISCUSSAO

A propagacao vegetativa por miniestaquia realizada com os clones EC24 e
EC50 de erva mate corroborou as caracteristicas de alta e baixa performance de
enraizamento, respectivamente, observadas por Vieira et al. (2021) em estudos
anteriores. A analise dos compostos presentes nas folhas das miniestacas
preparadas, por sua vez, permitiu correlacionar, principalmente, a sacarose e o
mioinositol com a efetividade do processo de enraizamento.

Assim como observado por Vieira (2022), a concentragdao da sacarose nas
folhas do clone EC24 foi significativamente maior que a concentragao observada no
clone EC50. Esta caracteristica, somada a maior concentracdo de outros acucares
redutores no gendtipo EC24, pode ser diretamente relacionada a melhor performance
deste clone no enraizamento de suas miniestacas, haja vista a importancia destes
metabdlitos primarios como fonte de carbono (energia), necessaria para o processo
de divisdo celular e consequente formacéo de raizes adventicias (CORREA et al.,
2005; AHKAMI et al., 2009). Nesse contexto € possivel destacar a maior concentragéo
da maltose no gendtipo EC24, a qual poderia ser relacionada a metabolizagdo do
amido com formagdo de maltose e glucose, indicando uma possivel reserva
energética mais pronunciada nesse clone (LU, SHARKEY, 2006); a maior
concentracio de frutose, por sua vez, poderia ser associada a hidrélise da sacarose
(frutose + glucose). Em ambos os casos (metabolizagdo do amido ou da sacarose),
niveis maiores de concentragao de glucose poderiam ser esperados para as mesmas
amostras, o que nao foi claramente evidenciado na avaliagéo individual dos dados ou
mesmo nas analises estatisticas. Entende-se, nestes casos, que possivelmente a
glucose liberada seja prontamente utilizada pela planta em outros processos
metabdlicos, razdo pela qual ndo foi observada uma correlacdo direta entre sua
concentracao e a resposta de enraizamento ou diferenciagado quimica entre os clones.

No ambito dos agucares livres como a glucose cabe destacar, ainda, o papel
importante que eles representam na regulagédo das auxinas como o acido 3-indol
acético (AlA), principal “fitohormdnio” derivado do aminoacido triptofano que atua
como fator de crescimento, regulando a expansao, divisédo e diferenciacéo celular.
Estudos executados por Sairanen e colaboradores (2012), por exemplo, evidenciaram
que a biossintese de AIA é positivamente regulada pelos niveis enddgenos e

exdgenos de glucose, que também aumentam os niveis dos principais precursores do
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AlA (antranilato e triptofano) e seu principal catabdlito (2-oxinidol-3-acido acético).
Nesse contexto, portanto, a maior concentracédo de sacarose e frutose nas folhas do
clone EC24 corroboram a hipétese de maior disponibilidade da glucose endégena
nesse clone, prontamente utilizada como fonte de energia nos processos de divisao
celular e na modulagdo do AIA, culminando na sua melhor performance de
enraizamento.

Diferentemente do estudo realizado por Vieira (2022), o mioinositol foi
identificado nas amostras das folhas como o Uunico metabdlito relacionado
exclusivamente ao enraizamento das miniestacas. As concentragdes desse composto
foram significativamente maiores nas folhas das miniestacas que enraizaram, nao
havendo diferengas significativas de concentracdo para os diferentes clones
estudados, seja na resposta de enraizamento ou na resposta de morte da miniestaca.
O mioinositol é o estereocisdbmero mais abundante de inositol, e participa de fungbes
celulares cruciais como a transducéo de sinal, transporte por membranas, tolerancia
ao estresse e armazenamento de fosforo, sendo um precursor dos fosfatidilinositois e
dos polissacarideos da parece celular. Além disso, o principal produto de sua quebra
€ o0 acido d-glucurdnico, utilizado na sintese de peptidios e compostos n&o celuldsicos
da parede celular, bem como na formagao do acido ascoérbico, importante antioxidante
capaz de regular a produgao de radicais livres produzidos na respiragao celular
(VALLURU, ENDE, 2011).

Assim como outros agucares, o mioinositol possui um importante papel na
regulacéo do AIA, que apresenta atividade na divisdo, alongamento e diferenciagao
celular quando na sua forma livre (acido 3-indol acético). A maior parte desta auxina,
porém, encontra-se usualmente conjugada com outros metabdlitos, como
aminoacidos, peptideos, proteinas, alcoois ou mesmo acucares, incluindo o
mioinositol. O éster indol-3-acetil-mio-inositol funciona como uma forma de
armazenamento e transporte de AlA nos tecidos vegetais, sendo seu metabolismo
mediado por uma enzima especifica bifuncional responsavel pela biossintese e
hidrolise desse conjugado (CIARKOWSKA et al., 2023). Portanto, é possivel verificar
a importancia do mioinositol para o crescimento celular e consequente formacéo das
raizes nas miniestacas de erva mate.

Os resultados observados nesse estudo também permitiram identificar alguns
compostos fendlicos caracteristicos da erva mate, os derivados cafeoilquinicos,

observados de forma mais pronunciada no clone com baixa performance de
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enraizamento (EC50). A avaliacdo generalizada e superficial dos dados obtidos
poderia, inicialmente, induzir uma interpretacdo de que tais compostos teriam um
efeito negativo na rizogénese das miniestacas, o que nao é verificado, de fato, quando
se avalia as respostas da miniestaquia de forma individualizada. Os dados evidenciam
uma correlagdo positiva entre as concentragées dos acidos hidroxicindmicos e o
enraizamento do clone EC50, indicando um papel direto ou indireto desses
metabdlitos nesse processo. Diferentes estudos citados por Denaxa et al. (2022)
indicam, por exemplo, o acido clorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico) como um cofator
importante na formacéo de raizes adventicias, destacando-se pelo seu papel como
um precursor de lignina, suberina e outros compostos protetores, ou mesmo pela sua
interagéo positiva com a regulagao de auxinas endogenas, também inibindo enzimas
promotoras de oxidacéo do AlA.

Importante resultado observado neste estudo em relacdo a performance de
enraizamento, € a indicagao de que a correlagdo com a composigao de metabdlitos
das folhas deve ser conduzida por individuo (miniestaca preparada), visto ser
fundamental o conhecimento da resposta efetiva na sua condicdo exata de
propagacao. No caso, a analise de metabdlitos na porgéo restante das respectivas
folnas permite correlacionar diretamente os resultados a cada miniestaca
efetivamente propagada e ndo apenas a uma amostragem realizada a partir de clones,
uma vez que o efeito clone e condigdo foliar da miniestaca influenciam no

enraizamento.
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7 CONCLUSAO

A anadlise de metabdlitos polares via GC-MS se mostrou uma ferramenta
promissora em estudos de enraizamento, provendo com base nos metabdlitos
identificados a separagao entre clones e resposta frente ao enraizamento ou
esclerificacdo da miniestaca. Assim como o clone, a condigao foliar € um aspecto
importante para a o enraizamento.

A maior concentracado de sacarose e, principalmente, de mioinositol no tecido
foliar € uma condigao essencial para a formagao de raiz na miniestaca. Os acidos
clorogénicos, por sua vez, sdo importantes na separagao do efeito clone, mas sua
maior concentragao no tecido foliar ndo € um indicativo da ndo formagao de raiz, pelo
contrario, esses compostos possuem um papel positivo na formacédo de raizes do
clone de baixa performance.

Por fim, conclui-se que a individualizagao da miniestaca e o conhecimento de
sua resposta (enraizamento ou esclerificagéo) € importante para estudos que avaliam
0 seu enraizamento. Essa forma de avaliacdo se mostrou essencial para a

interpretacéo dos resultados.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS E RECOMENDAGOES FUTURAS

De maneira geral, o presente estudo evidenciou a importancia da avaliagao
direta dos metabdlitos presentes nas folhas das respectivas miniestacas produzidas,
permitindo estabelecer uma correlacdo mais precisa entre a condicdo foliar e as
respostas de enraizamento ou morte no processo de propagacao vegetativa por
miniestaquia.

Os resultados indicam que estudos complementares podem ser conduzidos
para verificar, por exemplo, se a suplementacao dos meios nutricionais com agucares,
ou mesmo com acidos hidroxicinamicos como o acido clorogénico, a exemplo de
estudos citados Sairanen et al. (2012) e por Denaxa et al. (2022), respectivamente,
poderiam promover melhor performance de enraizamento para clones como o EC50,
que nao apresentam boa produtividade nesse processo. Tais estudos poderiam
verificar, adicionalmente, a correlagao entre a suplementacédo empregada e os niveis
de AIA nas miniestacas formadas, haja visto relatos apresentados em estudos ja
conduzidos para outras espécies vegetais (FAIVRE-RAMPANT et al., 2002; DENAXA
et al., 2021). O acompanhamento destes metabdlitos, por sua vez, poderia ser
realizado por meio de técnicas analiticas mais especificas e exatas para a sua
determinacao.

O aprimoramento da técnica de miniestaquia, portanto, especialmente aplicado
a clones de baixa performance de enraizamento, segue sendo um importante objeto
de estudo, visando o aumento da produtividade de gendtipos que podem ter
caracteristicas quimicas e nutricionais interessantes para as industrias, incluindo as

farmacéuticas.
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