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RESUMO

llex paraguariensis, mais conhecida como erva-mate, é beneficiada por diversas
formas e comercializada como chd, pé solivel, esséncias e erva para chimarrdo e tereré.
Visando sua conservacdo, foram estudadas sua variabilidade genética intra e interpopulacional
e sua composi¢ao quimica em 20 populacdes na area de ocorréncia da espécie no Brasil.
Também foram realizados testes de paternidade para identificagdo de um cruzamento
favordvel a obtencdo de progénies com caracteristicas de interesse, objetivando reduzir o
impacto sobre ervais nativos causados pelo extrativismo. A variabilidade genética analisada
por marcadores moleculares RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) em I
paraguariensis € inferior a variabilidade reportada em outras espécies arbdreas didicas. A
variabilidade intrapopulacional € maior que a variabilidade interpopulacional nesta espécie.
Em estudos intra e interpopulacionais identificaram-se alelos com mesma freqiiéncia alélica e
alelos com freqiiéncias bastante distintas, evidenciando a ocorréncia de fluxo génico entre
populacdes proximas geograficamente, porém com alelos caracteristicos de cada populagdo.
As diferencas ambientais consideradas ndo foram suficientes para explicar as diferencas
genéticas e quimicas encontradas entre as populacdes, demonstrando a possibilidade de haver
interferéncias micro-ambientais e de genes ainda ndo analisados, influenciando na
composi¢do quimica da erva-mate. A populacdo de Ponta Pord, separada geograficamente das
demais, mostrou-se distinta geneticamente. Fragmentos espécie especificos foram obtidos
para I. paraguariensis, I. dumosa e I. theezans, porém requerendo mais estudos neste sentido
para confirmacdo e utiliza¢do destes. As diferencas nas andlises dos compostos volateis e
semi-voléteis entre as populacOes, permitiram a separagdo destas e podem ser uteis para a
identificacdo e inclusdo de genétipos superiores em determinados compostos em bancos de
germoplasma. Para a conservacdo desta espécie em bancos de germoplasma ex situ a coleta de
materiais deve ser baseada em andlises genéticas, além da distribui¢do geogréfica, devido a
maior variabilidade intrapopulacional e ocorréncia de alelos raros na espécie. A técnica de
RAPD pode ser utilizada para a identificacdo de paternidade, principalmente em espécies
arbodreas, podendo-se obter ganhos genéticos com a conduc¢do de cruzamentos controlados. Os

resultados obtidos embasaram discussdes sobre aspectos de conservagao desta espécie.

Palavras-chave: llex paraguariensis, RAPD, variabilidade.
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ABSTRACT

Genetic and the volatiles and semi-volatiles compounds variability in native
populations of Ilex paraguariensis (St. Hil.) in Brazil, for species conservation. llex
paraguariensis, known as mate tea, is processed in many ways and commercialized as tea, soluble
powder, essences, and processed leaves for preparation of mate tea without sugar (‘“‘chimarrao”
and “terer€”). Aiming the conservation of this species, this work studied the intra- and
interpopulational genetic variabilities of I. paraguariensis and its volatiles and semi-volatiles
composition in 20 populations inside the area of incidence of this species in Brazil. Paternity tests
were also performed to identify a favorable crossing for obtaining lineages with the characteristics
of interest, reducing then the impact of extractive harvest on the native plants. Genetic variability
of I paraguariensis analyzed by RAPD markers (Random Amplified Polymorphic DNA) is
lower to the reported variability in other dioic arboreal species. Intrapopulational variability is
higher than interpopulational in this species. In intra and interpopulational studies alleles with the
same allele sequence were identified, as well as alleles with very different sequences, what
evidences the incidence of genetic flux among populations that are close geographically, but with
alleles specific of each population. The environmental differences taken into account were not
enough to explain genetic and chemical differences found among the populations. These results
show the possibility of influences of microenvironmental factors and non-analyzed genes in the
analyzed chemical composition of mate tea leaves. The population of Ponta Pora, geographically
separated from the others, proved to be genetically distinct. Species-specific fragments were
obtained for 1. paraguariensis, I. dumosa and I. theezans. However, more studies for confirmation
and utilization of such fragments must be carried out. The differences in the volatiles and semi-
volatiles composition among the populations turned their separation possible, and may be useful
for identification and inclusion of genotypes, superior in specific compounds, in germoplasm
collections. For conservation of this species in germoplasm collections ex situ, material collecting
must be based on genetic analysis, as well as on geographical distribution, due to the higher
intrapopulational variability and occurrence of rare alleles in the species. The RAPD technique
may be used for paternity identification, mainly in arboreal species, making possible to obtain
genetic improvement by performing controlled crossings. Based on these results, it was possible

the discussion concerning the conservation aspects of this species.

Key-words: llex paraguariensis, RAPD, variability.



1. INTRODUCAO

A espécie llex paraguariensis, mais conhecida como erva-mate, pertence a familia
Aquifoliaceae, sendo uma das 68 espécies conhecidas do gé€nero Ilex conhecidas no Brasil
(Gilberti, 1995). Foi descrita por Auguste Saint Hilaire em 1822. A 4rea de distribuicdo da
espécie ocupa cerca de 3% do territorio da América do Sul e 5% do territorio do Brasil, sendo
que mais de 80% de sua area de distribui¢do encontra-se no Brasil (Oliveira e Rotta, 1985).
No Brasil, ocorre principalmente nos Estados do Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul. Envolve também o leste do Paraguai e nordeste da Argentina. A espécie
€ arborea, podendo atingir 12 a 30 metros de altura, e de vida relativamente longa, havendo
relatos de arvores centendrias.

A existéncia de acentuada variabilidade morfoldgica, especialmente na morfologia
foliar, € referida por diversos autores (Edwin e Reitz, 1967; Gilberti, 1979; Mattos, 1985;
Wollheim et al., 1987). Variacdao também foi observada por morfometria floral (Winge et al.,
1995). Estudos de variabilidade genética t€ém sido desenvolvidos por alguns grupos de
pesquisadores, limitando-se a materiais coletados em regides especificas, com diferentes
resultados (Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Vidor et al., 2002a; Vidor et al., 2002b).

O extrativismo, ainda praticado em alta freqii€éncia no caso da erva-mate, associado a
técnicas erroneas de poda e manejo, a reducdo de dreas naturais como conseqiiéncia do
aumento das fronteiras agricolas, principalmente no Brasil, e a pressdo para a ocupagdo de
dreas muitas vezes consideradas ‘improdutivas”, tornam urgente a implantagdo de programas
de conservacgdo de recursos genéticos. A Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica, assinada
durante a reunido mundial sobre meio ambiente e desenvolvimento, realizada em 1992
(Ec092), enfatizou a importancia da criacdo simultanea de bancos de germoplasma in situ e ex
situ das espécies de interesse econdomico.

A implantag@o de bancos de germoplasma de erva-mate deve ser encarada como uma
responsabilidade principalmente do Brasil, onde se encontra a maior parte da variabilidade
genética. Se a espécie possuir arvores portadoras de genes raros ou combinacOes genéticas
especiais como, por exemplo, resisténcia a doengas atuais ou futuras, € muito provavel que as

mesmas sejam encontradas nas populacdes com maior variabilidade genética. O mesmo vale
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para outros genes, tais como os que controlam a formacdo de compostos quimicos
potencialmente uteis.

Entretanto, conservar e utilizar racionalmente o potencial oferecido pela natureza € um
desafio cientifico-tecnolégico atual. Machado (1995) alerta para o perigo das posi¢des
extremas em relacdo a constituicdo de bancos de germoplasma. Por um lado hi os que
defendem a idéia de que a preservacdo deva ser do tipo ‘intocdvel” ou coleta e preservacao
em bancos de germoplasma, e no extremo oposto, estdo 0s que argumentam que apenas as
caracteristicas agronOmicas de interesse devam ser mantidas, devendo as demais ser
descartadas. Conforme o referido autor, o melhoramento moderno sofre as conseqiiéncias de
uma visao imediatista sujeita as freqiientes mudancgas nas exigéncias do mercado consumidor.

Considerando que a biologia molecular colocou a disposi¢ao dos pesquisadores novos
métodos de uso e transferéncia rapida de genes, devem ser revistos os conceitos sobre ‘tipos
desfavordveis” e considerar que bancos de recursos genéticos amplos possam ter fundamental
importancia nos programas de melhoramento.

Independentemente dos objetivos da colegdo, é sempre importante que se possa ter o
mdximo da variabilidade genética original em um baixo nimero de plantas. E recomendado
que se procure organizar as colecdes de germoplasma de forma a ter de 70 a 80% da
variabilidade do reservatério genético da populagdo original, concentrada em cerca de 10 a
15% do total de plantas ou acessos, com baixos niveis de duplicacdo de genodtipos. Essas
colecdes concentradas sdao conhecidas como ‘tore collections” ou colecdes nucleares
(Morales, 1995).

Assim, um banco de germoplasma que, em ultima andlise é uma colecdo de genes
organizada nos genétipos das plantas, pressupde o conhecimento prévio da populagdo natural
quanto a sua composi¢do genética e/ou quanto a sua variabilidade em caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, quimicas, etc.

Apesar da importancia econdmica para a regiao Sul do Brasil e também para o estado
do Mato Grosso do Sul, a erva-mate ndo tem merecido grande atencdo quanto a conservagao
de seu germoplasma. Atualmente, alguns esforcos t€ém sido feitos, principalmente, pela
EMBRAPA-Florestas no Parand, EPAGRI em Santa Catarina, UFRGS, UNIJUI e URI no Rio
Grande do Sul, mas a caréncia sobre estudos genéticos e de melhoramento em erva-mate,
dificultam esta tarefa.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivos estudar a variabilidade
genética intra e interpopulacional com marcadores RAPD, correlacionar diversidade de

compostos voléteis e semi-volateis, genética e ambiental e contribuir para o desenvolvimento
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de uma cultivar de erva-mate que possa minimizar o impacto sobre ervais nativos através da
identificacdo de polinizadores e sele¢dao dentro de progénies.

O trabalho consta de uma revisdo bibliografica sobre a erva-mate e sobre as técnicas
utilizadas no desenvolvimento deste trabalho (RAPD, obtencdo de extratos com CO;
supercritico, cromatografia gasosa) e quatro capitulos correspondentes aos diferentes
objetivos, colocados na forma de artigos, os quais foram enviados para publicacdo. Em
seguida, € apresentada uma discuss@o geral embasada nos resultados obtidos neste trabalho, as
conclusdes gerais possiveis de serem extraidas e as referéncias bibliograficas das citagdes

contidas na introdu¢do e na revisdo bibliografica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos Botanicos da Erva-Mate

Cerca de 550 a 660 espécies representam a familia Aquifolicae, a qual pertence a erva-
mate, sendo a maioria do género Ilex. No Brasil se estima que ocorram 60 espécies (Edwin e
Reitz, 1967). Dentre estas estdo: Ilex dumosa (Reisseck), popularmente conhecida como
cauna dos capdes ou congonha pequena por seu menor tamanho de folhas, sendo que sua
infusdo resulta em sabor doce-amargo, € ndo contém cafeina; Illex theezans (Mart. ex
Reissek), conhecida por catina amargosa, caina de folhas grandes ou congonha do mato,
possuindo sabor amargo e presenca de cafeina, ambas consideradas adulterantes quando
usadas na producdo de erva-mate; e llex paraguariensis (St. Hil.), sendo a espécie melhor
conhecida deste género, com propriedades, principalmente, estimulante, diurética e digestiva,
onde sua cafeina soldvel atua em casos de fadigas cerebrais, facilitando o trabalho intelectual
(Prat Kricun e Belingheri, 1995).

O aspecto e o porte da arvore de erva-mate (I. paraguariensis) se assemelham a
laranjeira. O caule € um tronco de cor acinzentada, geralmente com 20 a 25 cm de didmetro,
podendo chegar a 50 cm. Apresenta os ramos cilindricos ou subcilindricos, cinzentos e 0s
ramos terminais sdo densamente lentecicelados, possuindo lenticelas pequenas. A altura é
variavel dependendo da idade e do indice de sitio. Podem atingir até 15 m de altura, mas
geralmente, quando podadas, ndo passam de 7 metros. Porém em sistemas agricolas atuais,
com adensamento e podas, a altura nao ultrapassa a 2 m.

As folhas (a parte mais importante do vegetal) sdo alternas, subcoridceas até coridceas,
€ mostram-se estreitas na base e ligeiramente obtusas no vértice. Suas bordas sdo providas de
pequenos dentes, visiveis, principalmente da metade do limbo a extremidade. O peciolo é
relativamente curto, medindo mais ou menos 15 mm de comprimento € mostra-se um tanto

retorcido. A folha interna mede de 8 a 10 cm de comprimento por 4 ou 5 cm de largura.



As flores sdao hermafroditas, pequenas, pedunculadas e dispostas na axila das folhas
superiores. Elas s@o unissexuais por aborto. Em cada flor nota-se um calice gamossépalo com
quatro sépalas de cor verde clara e uma corola branca formada por quatro pétalas. Aparecem
entre estas pétalas, em nimero de quatro, os estames largos (Font Quer, 1953).

Em relacdo ao comportamento das flores, pode-se considerar a erva-mate como planta
didica, onde nas plantas femininas encontram-se estames ndo funcionais e, nas plantas
masculinas o pistilo se deprime e aborta. O florescimento ocorre entre os meses de setembro e
dezembro e a frutificacdo no periodo de janeiro a marco, tendo um periodo produtivo entre 6 e
30 anos. A polinizacdo da erva-mate € basicamente entomofila, embora alguma transferéncia
de polen pelo vento ndo deva ser descartada (Ferreira et al., 1983).

O fruto é tetralocular, tetraespérmico com mesocarpo carnoso ou coridceo, com
endocarpo endurecido e geralmente lenhoso, medindo 6 a 8 mm (Font Quer, 1953). E de cor
verde quando novo, passando a vermelho arroxeado em sua maturidade. Nesta fase os frutos
atraem os pdssaros que deles se alimentam, expelindo as sementes envolvidas em dejecdes,
favorecendo a disseminacao das plantas (Mazuchowski,1989).

A drea de dispersdo natural do género Ilex, geralmente distribuido nas zonas tropicais
e temperadas, exceto em regides desérticas, dentre elas a Ilex paraguarensis (erva-mate)
abrange, aproximadamente, 540.000 km?, compreendendo territorios do Brasil, Argentina e
Paraguai. S6 no Brasil estdo situados 450.000 Km? do total (83,3%). Ocorre também em
regides subtropicais e temperadas da América do Sul. No Brasil sua drea de dispersao inclui a
regido centro-norte do Rio Grande do Sul, quase todo o Estado de Santa Catarina, centro-sul e
sudoeste do Parand, sul de Mato Grosso do Sul e manchas em Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais, associadas a mata de araucaria.

A superficie de abrangéncia geogrifica com a presenca da Ilex paraguariensis
estende-se desde a latitude de 21° até 30°S, e longitudes de 48°30° até 56°10°W, em altitudes
variaveis entre 500 e 1500 m, podendo ser encontrada em regides situadas acima ou abaixo
destes limites de maneira mais esparsa. O clima predominante € o subtropical temperado
umido, sem estagcdo seca, com temperatura média do més mais quente inferior a 22°C (cfb de
acordo com a classificacdo de Koeppen). A espécie também ocorre nos tipos climéticos Cfa
(clima tmido, com temperatura superior a 22°C no més mais quente) e Cwa (temperado ou
subtropical com periodo seco de inverno). A precipitacdo pluviométrica média anual estd em

torno de 1500 mm. Ocorre mais freqlientemente em solos profundos, bem drenados, com



baixo teor de nutrientes intercambidveis e altos teores de aluminio (Oliveira e Rotta, 1985). A

Figura 1 mostra a area de distribui¢do natural da erva-mate (Da Croce e Floss, 1999).
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Figura 1 - Area de distribuicao da erva-mate (Da Croce e Floss, 1999).

A erva-mate j4 era consumida pelos aborigenes da América do Sul antes do processo
de colonizacdo. A matéria-prima in natura, folhas e ramos verdes é beneficiada em diversas
formas pela industria e comercializada como chds, p6 solivel, esséncias e erva para chimarrao
e tereré. O chimarrdo € uma infusdo da erva seca e triturada em dgua quente, enquanto o tereré
¢ preparado com 4gua fria (ANVISA, 2002).

A atividade ervateira € muito difundida no Paraguai, Argentina e nos estados do Sul
do Brasil. A produ¢do de erva-mate nos principais paises produtores oscila em torno de 1
milhdo e 400 mil toneladas anuais. O Brasil produz cerca de 550 mil toneladas por ano, sendo
a producdo de erva-mate a principal atividade econdmica de muitos municipios. No aspecto

social, destaca-se que, no Brasil, esta atividade estd comumente associada aos cultivos em



pequenas propriedades rurais, representando uma fonte de trabalho e de geracdao de renda
socialmente importantes, envolvendo aproximadamente 750 empresas, com mais de 700 mil
empregos diretos e indiretos (Da Croce, 2000).

Embora a principal forma de consumo da erva-mate seja através do chimarrdo e do
chd, busca-se ampliar a sua utilizacdo para outros produtos como bebidas, cosméticos e
produtos farmacoldgicos.

O interesse terapéutico com relacdo a erva-mate € expressivo. Existem evidéncias, em
vdrias investigacdes, de que as substancias contidas na erva tais como: xantinas, cafeina,
teobromina, substancias tanicas, flavondides e vitaminas, exercem acgdes sobre o sistema
cardiovascular, respiratério, tecido muscular, trato gastrintestinal e também apresentam
propriedades estimulantes sobre o sistema nervoso central, anti-reumatica e diurética.

O mate é primeiramente uma bebida estimulante, elimina a fadiga, estimulando a
atividade fisica e mental, atuando beneficamente sobre os nervos e musculos, favorecendo o
trabalho intelectual. Pelo efeito estimulante central da cafeina junto com a ativacdo de
substancias de reserva, o trabalho cardiaco e a circulacdo do sangue, reforcam o organismo. A
cafeina exerce um efeito conhecido sobre o sistema nervoso central, estimulando o vigor
mental. Com vitaminas do complexo B, o mate participa do aproveitamento do agicar nos
musculos, nervos e atividade cerebral do homem, e com vitaminas C e E como defesa
organica e como beneficio sobre os tecidos do organismo. Com sais minerais, juntamente com
a cafeina, ajudam o trabalho cardiaco e a circulacdo do sangue, diminuindo a tensdo arterial,
pois a cafeina atua como vaso dilatador. Em tais situagdes também pode ser suprida a
sensacdo de fome. O mate favorece a diurese, sendo de grande utilidade nas moléstias de
bexiga (Bassani e Campos, 1997).

Dada essa utilizacdo medicinal, a erva-mate foi incorporada em vérias farmacopéias,
como as Francesas em 1866 e 1884, a Portuguesa em 1876, a Argentina em 1898, a Brasileira
em 1929, as Venezuelanas em 1898, 1910, 1927 e 1939, as Mexicanas em 1904, 1925 e 1952
e a Paraguaia em 1944, (Imbesi, 1964).

No inicio de sua exploracdo, a maior parte do mate produzido no Sul do Brasil,
provinha de ervais nativos. Paralelamente a queda de sua producdo, pela exploragdo continua
e avango da agricultura, houve um aumento na demanda do produto, tanto no mercado interno
como no externo. Desse modo, tornou-se pratica comum o plantio dessa espécie. Entretanto, o
plantio em dreas adensadas (monocultura) e a ndo selecio de matrizes para a coleta de
sementes, t€ém gerado problemas para a industrializacdo do mate como, por exemplo, a

intensificacdo do sabor amargo, quando utilizado em infusdo. Este problema levou as
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inddstrias a preferirem a erva-mate nativa, pois segundo os industriais gera chimarrdo menos
amargo, havendo pagamento diferencial para a erva-mate nativa em relacao a cultivada.

O Rio Grande do Sul, no inicio da década de 70, consistia no principal produtor,
respondendo por cerca de 50% da producao do Pais, diminuindo sua participagdo para 25%
em 1989. No mesmo periodo, o Parand aumentou em 10% sua participacdo na produgao
nacional, sendo hoje o principal produtor, produzindo 55 mil toneladas de erva/ano,
correspondendo a cerca de 37% do total do pais. O Estado de Santa Catarina, segundo
produtor nacional, participando com cerca de 36%, sempre teve uma produgdo préxima da
paranaense. Enquanto ocorreu uma reducdo da oferta de erva-mate no Rio Grande do Sul, da
ordem de 65% no periodo de 1970/89, verificou-se em contrapartida que o Mato Grosso do

Sul apresentou um incremento de 270% (Mosele, 1998).

2.2 Variabilidade Genética em Erva-Mate

A caracterizacdo molecular da diversidade genética do germopasma pode fornecer
dados uteis para auxiliar o geneticista na selecdo de progenitores de populacdes bdsicas ao
estabelecer programas de melhoramento. Estes dados sdo especialmente uteis quando
associados a dados fenotipicos, tais como, resisténcia a doencas e pragas, requerimento de
nutrientes, qualidade do produto e composi¢dao quimica, dentre outros. A diversidade genética,
estimada através de parametros fenotipicos ou genéticos, permite também estipular quais os
gendtipos que podem determinar, quando presentes num programa, ganhos de selecdo
superiores, dado que existe uma alta correlacio entre nivel de diversidade e ganho de selecao
para a caracteristica de interesse (Allard, 1971). Para tanto, caracteristicas morfo-fisioldgicas
podem ser utilizadas (Rangel et al., 1990). Entretanto, marcadores moleculares geram uma
grande quantidade de caracteres adicionais que, combinados com caracteristicas fenotipicas,
fornecem um quadro mais completo para o agrupamento de genotipos superiores.

A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia (PCR-Polymerase Chain Reaction),
foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 e envolve a sintese enzimatica in
vitro de milhdes de cOpias de um segmento especifico de DNA (4cido desoxiribonucleico)
na presenga da enzima DNA polimerase (Saiki ef al., 1985; Mullis e Faloona, 1987).

A reagdo de PCR baseia-se no anelamento e extensdo enzimdtica de um par de

oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores
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(primers) que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacdo. Estes
“primers” sdo sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias sejam
complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo. Um ciclo de PCR
envolve desnaturacdo da fita dupla de DNA, anelamento do ‘primer” com as sequéncias
complementares por hibridizagdo DNA-DNA, e extensdo a partir de cada terminal 3’ do
"primer” pela adicdo de nucleotideos, utilizando como molde a sequéncia alvo, de maneira
que uma cOpia desta sequéncia € feita a cada processo. Este ciclo é repetido por algumas
dezenas de vezes, ocorrendo amplificacdo em forma de progressio geométrica, sendo que
apo6s 20 ciclos sdo produzidos mais de um milhdo de vezes a quantidade inicial da sequéncia
alvo. Esse DNA em grande quantidade pode ser facilmente detectado a olho nu, diretamente
em gel de eletroforese através de corantes especificos para DNA (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

O grande avango na drea de marcadores moleculares baseados em PCR ocorreu em
1990, ao serem utilizados “primers” mais curtos € de sequéncia arbitraria, eliminando assim a
necessidade do conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada. Williams et al. (1990)
patentearam a tecnologia com o nome de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
DNA polimérfico amplificado ao acaso, com um estudo demonstrando a identificagdo de
marcadores genéticos para mapeamento.

A tecnologia RAPD permitiu uma grande expansdo da andlise de polimorfismo
molecular, ao permitir a realizacdo de estudos de andlise genética em espécies anteriormente
ndo contempladas. As aplicacdes incluem obtencdo de “fingerprints” gendmicos (impressoes
digitais) de individuos, variedades e populacdes; andlise da estrutura e diversidade genética
em populacdes naturais, populacdes de melhoramento e bancos de germoplasma;
estabelecimento de relacdes filogenéticas entre diferentes espécies; construcdo de mapas
genéticos de alta cobertura gendmica e a localizacdo de genes de interesse agrondmico
(Rafalski et al., 1991; Caetano-Anndles et al., 1991; Williams et al., 1993; Tingey e Deltufo,
1992).

Em termos de andlises filogenéticas, os marcadores moleculares apresentam a
vantagem de ndo serem afetados por fatores ambientais, permitindo assim a determinacdo de
relacdes filogenéticas entre materiais de distintas origens, grande nimero de genes avalidveis
e independéncia, até certo ponto, da pressdo de selecao (Swofford et al., 1996).

Estudos envolvendo marcadores moleculares na estimativa de variabilidade genética,
associados a dados geograficos e ecoldgicos, tém permitido estabelecer relagdes de grande

valor tanto para a manutencdo de bancos de germoplasma ex-situ como in situ. Dentre os

9



trabalhos nesta drea, podem ser citados aqueles desenvolvidos entre populacdes e espécies do
género Melaleuca (Aiken et al., 1998), em Salvia fruticosa (Skoula et al., 1999), em
Artemisia annua (Sangwan et al., 1999) em duas espécies de eucaliptos (Byrne, 1999), em
Ocimum gratissimum (Vieira et al., 2001) e em Tymus vulgaris (Echeverrigaray et al., 2001).

Apesar do interesse econdmico pela erva-mate ter aumentado nos ultimos anos, ainda
sdo raros os estudos sobre a biologia da espécie. A inexisténcia de programas de
melhoramento genético desta cultura deve-se, entre outros fatores, a falta de conhecimento
sobre a variabilidade genética em populacdes nativas e mesmo cultivadas, conhecimentos
essenciais para qualquer projeto de melhoramento.

De acordo com o tamanho, forma e textura da folha e pela coloracdo das hastes ou
talos, os ervateiros costumam fazer uma classificacdo empirica das ervas que colhem e
comercializam, diferenciando qualidades do sabor do chimarrdao (Mattos, 1985). Desta forma
sdo classificadas diversas ‘variedades” em erva-mate como talo roxo, talo branco e piriquita.
Entretanto, essa afirmacio é questionada por diversos autores (inclusive Mattos), industriais e
agricultores. Winge et al., (1995) realizaram um estudo visando examinar o significado
bioldgico das ‘variedades” referidas pelos agricultores. Plantas das trés ‘variedades” foram
comparadas quanto a morfometria foliar, nervacdo foliar, morfometria floral e similaridade
genética baseada nos padrdes isoenziméticos. Os resultados deste estudo mostram ndo haver
correlagdo entre as varidveis analisadas e as referidas ‘variedades”. Entretanto, as andlises
revelaram diferencas significativas entre plantas de mesma ‘variedade”, nas trés ‘variedades”,
para quase todas as medidas. Assim, embora varios autores tenham referido a existéncia de
‘variedades” ou ‘formas” diferentes nas populacdes de erva-mate, ndo existem trabalhos
visando esclarecer o significado taxondmico dessa variacao.

Plantulas F; de erva-mate de trés populacdes, Pinhdao — PR, Catanduvas — SC, e
Erechim — RS, foram analisadas quanto a sua variabilidade intra e interpopulacional, usando
marcadores isoenzimdticos esterdsicos e fosfatases dcidas (Winge et al., 1995). Os resultados
mostram uma maior variabilidade genética intrapopulacional, havendo diferenciacdo entre as
trés populagdes analisadas, com indice de identidade genética variando de 0,766 a 0,793 entre
as populacoes.

Cavalli-Molina et al. (2000) estudaram a variabilidade genética de quatro populacdes
naturais de I. paraguariensis usando RAPD e proteinas de reserva da semente. A maioria das
bandas analisadas para os dois marcadores (51,6% para RAPD e 75% para proteinas de
reserva) foram comuns a todas as populacdes, mas com freqii€ncias diferentes em cada uma.

Todas as bandas de RAPD foram polimérficas na espécie. A variabilidade intrapopulacional
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medida pela distancia de Nei e Li (D) teve o coeficiente intrapopulacional médio de D =
0,392. J4 o indice de similaridade de Jaccard (S;) teve valor intrapopulacional médio de Sy =
0,343 para os dados de RAPD e S; = 0,374 para os das proteinas de reserva, indicando haver
alta variabilidade dentro das populacdes. A distancia média entre as populagdes, avaliadas
pelos padrdes de RAPD foi de D = 0,433 e o S; = 0,320. Para as proteinas de reserva foi
obtido um S; = 0,308. Uma andlise de particdo da variabilidade, feita com indice de Shannon,
mostrou que 85% da variabilidade detectada por RAPD e 95% da variabilidade observada nas
proteinas de reserva ocorrem dentro das populagdes, e apenas 15% (RAPD) e 5% (proteinas

de reserva) entre as mesmas.

2.3 Variabilidade Quimica em Erva-Mate

Desde a constatacdo da presenca de metilxantinas em I. paraguariensis muitos relatos
tém sido publicados a respeito dos teores desses metabdlitos secunddrios, tanto nas folhas,
talos ou frutos, como no produto erva-mate, utilizando diversas metodologias para sua
extracdo e quantificacdo. Entretanto existem poucos trabalhos sobre a variabilidade de
populacdes de erva-mate no que se refere a concentracdo de metilxantinas, € menos ainda
utilizando uma abrangéncia maior de compostos quimicos.

Mazzafera (1994) verificou que, comparando-se folhas de uma mesma planta, as
folhas mais sombreadas apresentaram teores mais elevados de teobromina e cafeina. ~ Em
condi¢cdes de estresse, algumas plantas produtoras de alcaldides aumentam o teor dessas
substancias (Hoft et al., 1996). Adicionalmente, em plantas tolerantes a sombra, verifica-se
uma tendéncia de aumento de alcal6ides conforme o grau de sombreamento (Hoft et al.,
1998). O aumento de substancias de defesa contra insetos desfoliadores e fungos, tais como a
cafeina e teobromina, pode ser uma forma de garantir maior longevidade as folhas nos
ambientes sombreados, compensando o investimento biolégico necessario para a constru¢dao
destes 6rgaos (Coelho, 2000).

Diferencas nas concentracdes de cafeina, teobromina e teofilina foram encontradas
entre folhas jovens e velhas e entre folhas de plantas em frutificacdo e sem frutificagdo, em 1.
paraguariensis, mostrando variagdes na composi¢cdo quimica mesmo em uma Unica planta

(Mazzafera, 1994).
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Mazzafera (1997), estudando a concentracao de cafeina e acidos fendlicos na infusao
de erva-mate (chimarrdo) de plantas de diferentes locais no RS, SC e PR, encontrou variagoes
entre 0,29 e 0,79 mg/mL de cafeina e 0,70 a 1,60 mg/mL de fenoéis soltveis, porém sem haver
agrupamento destes de acordo com as localidades.

Na comparacdo entre plantas de mesma origem em tratamentos diferenciados de
intensidade solar, tanto em condicdes naturais como em condi¢Oes artificiais (sombrite),
verificou-se um aumento de metilxantinas nas situagdes de sombreamento (Coelho ef al.,
2000). Athayde e Schenkel (2000) estudaram metilxantinas e saponinas em quatro populacdes
(MS, PR, SC e RS) de I. paraguariensis coletadas em duas épocas do ano, verdo e primavera.
Nas coletas de verdo, a populagdo do Mato Grosso do Sul apresentou contetido médio de
cafeina significativamente superior aos demais, porém sem diferencas no teor de teobromina.
Ja na coleta de primavera, ndo houve diferencas significativas para os teores de cafeina e
verificou-se maior teor de teobromina nas populacdes do PR e RS. Em relacdo a andlise
qualitativa de saponinas, foi possivel a identificacdo de todas as saponinas descritas em 1.

paraguariensis somente na populagao do MS, observando-se variagdes sazonais nesta.

2.4 Obtencao de Extratos com Fluidos Supercriticos

A utilizacdo de fluidos supercriticos (FSC) foi descrita pela primeira vez no pioneiro
trabalho de Hannay e Hogarth (1879) no encontro da Royal Society of London, no qual foi
descrita uma de suas habilidades: dissolver materiais sélidos de baixa volatilidade. Porém,
somente a partir da década de 70, os FSC tornaram-se alvo de um maior interesse por parte da
comunidade cientifica.

Os FSC encontram aplicagdes nos mais variados campos da Ciéncia e Tecnologia, tais
como: processamento de alimentos, polimeros, surfactantes, firmacos e efluentes.

Os pesquisadores apontam a extracdo com fluido supercritico (ESC) como um dos
processos de separacdo do século XXI, pois o processo combina caracteristicas de destilacdo
(separacdo baseada em diferencas de volatilidade entre os componentes) e de extragdo com
solventes (separacdo utilizada para componentes com pequena diferenca de volatilidade ou
que sejam termoldbeis) (McHugh e Krukonis, 1994).

Observando o diagrama Pc x Tc de uma substancia pura, apresentado na Figura 2,

pode-se visualizar trés partes distintas: a linha que corresponde a sublimagdo, que vai até o
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ponto comum entre as trés fases (ponto triplo); a bifurcacdo a partir deste ponto origina a
linha de fusdo e a linha de vaporizacdo. O avanco na linha de vaporizagdo conduz a existéncia
de um outro ponto, conhecido como ponto critico.

Uma substancia, que esteja a uma temperatura superior a Tc, encontra-se num estado
denominado supercritico e nesta condi¢do, por maior que seja a pressdo imposta a substancia,
nao € possivel liquefazé-la. A regido de fluido supercritico no diagrama Pc x Tc representa a
regido de interesse da ESC.

Um fluido supercritico apresenta valores das propriedades numa posi¢do intermedidria

entre um gds e um liquido.

Regido de
Fluido
) Supercritico S - S6lido
- -
Pressio | g L | L - Liquido
F G - Gasoso
G
|
Tc

Temperatura

Figura 2: Diagrama Pc x Tc para uma substancia pura (McHugh e Krukonis, 1994).

A densidade € mais proxima a de liquidos e 1000 vezes maior que a de gases, a
difusividade € intermedidria e a viscosidade € proxima a de gases. A combinagdo destas
propriedades proporciona um maior poder de penetracio em matrizes porosas € a conseqiiente
solubilizacdo de solutos, bem como maior facilidade para o transporte de massa devido a
caracteristica de difusividade.

Uma caracteristica peculiar aos fluidos supercriticos € que pequenas variacOes na
temperatura e/ou pressdo nas proximidades do ponto critico causam grandes variagdes em
densidade e, conseqiientemente, no poder solvente do fluido supercritico, permitindo desta

maneira extrair seletivamente compostos de interesse.
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A escolha do solvente consiste num passo fundamental na extrac@o supercritica, a qual
€ um processo de separacdo que basicamente manipula a densidade e através desta pode ser
seletiva e promover maiores rendimentos.

Em se tratando de produtos naturais o solvente necessita ser nao tdéxico, evitando
contaminacdes do produto, de facil separacdo, inerte e possuir uma temperatura critica amena
para evitar degradagdo da amostra. O dioxido de carbono atende aos itens acima e tem sido
eleito pelos pesquisadores para aplicagdes na industria alimenticia.

Uma tipica unidade de extracdo supercritica € esquematicamente apresentada na
Figura 3, contendo os seguintes componentes bdsicos: um extrator, uma bomba de alta

pressdo, uma valvula de expansdo e um vaso separador.

A

Figura 3: Esquema representativo de um processo de extracdao supercritica, composto por: (A)
cilindro sifonado do solvente, (B) bomba de alta pressdo, (C) extrator, (D) vélvula de

expansao e (E) tubo coletor.

O processo, simplificadamente, consiste em bombear o solvente ao extrator numa
pressdo estabelecida, permitindo que o mesmo entre em contato com a matriz porosa € ocorra
o processo de solubilizacdo. Retira-se a mistura (soluto e solvente) do extrator, que passa por
uma valvula de expansdo, sendo coletada num vaso separador normalmente a temperatura
ambiente, onde o soluto se deposita e o solvente separa-se naturalmente, podendo o ultimo ser
reaproveitado. Este processo € interrompido quando ndo se nota mais alteracdo da massa de
soluto no vaso separador.

Em erva-mate, fluido de CO, supercritico foi utilizado para extracdo de alcaldides
purinicos onde a solubilidade da cafeina, teobromina e teofilina a este solvente € discutida
(Saldafia et al., 1999). Dariva et al. (2001) estudaram o efeito das varidveis do processamento

industrial da erva-mate usando CO, a altas pressdes, determinando que a etapa de secagem € a
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maior responsdvel pela redu¢do no rendimento da extragdo. Também foram determinadas as
condi¢cOes Otimas de extracdo que foram: temperatura de 35°C, pressao de 200 atm e fluxo de
2 g/min de COa.

Ja, Kawakami e Kobayashi (1991), estudando os constituintes voléteis de erva-mate
verde e tostada, utilizaram hidrodestilacdo com &4gua e éter etilico (SDE) para obtengdo do
extrato o qual foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrOmetrometria de
massa (CG/EM) considerando mais de 250 compostos para erva-mate. Porém a analise dos
resultados foi somente qualitativa pelos baixos rendimentos obtidos e considerou todos os

picos identificados pela biblioteca do sistema CG/EM, sem confirmac¢ido dos mesmos.

2.5 Analise de Extratos por CG/EM

A cromatografia a gas (CG), amplamente utilizada para a analise de compostos
volateis, € uma técnica de separacdo que fornece um meio rapido e facil para determinar o
nimero de componentes de uma mistura, a presenca de impurezas em uma substancia e,
muitas vezes, o esclarecimento em uma primeira aproximacao, sobre a identidade de um
composto, sendo extremamente sensivel e de aplicabilidade praticamente universal.

A espectrometria de massas (EM) € basicamente uma técnica em que os ions obtidos
de uma substancia, em geral organica, se separam segundo sua relacdo de massa e carga
ionica, dando lugar, uma vez registrados de forma adequada, ao espectro de massas
caracteristico da substancia. Os resultados registrados, em geral por um multiplicador
eletronico, sdo visualizados como um ‘espectro de massas” representado graficamente em
funcdo de seus valores respectivos de massa e carga. Estes resultados podem ser calculados
como as relacdes da abundancia e intensidade de cada massa/carga, em fun¢do do pico mais
alto, atribuindo-lhe o valor arbitrdrio de 100, ou como percentual da soma total das
intensidades de todos os fons a partir de um valor também arbitrario de massa/carga.

A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM),
transforma o conjunto das duas técnicas na melhor ferramenta de separacdo e identificacao
dos constituintes de uma mistura complexa. Nesta técnica, a amostra é injetada no
cromatégrafo a gis e o material eluido € continuamente bombardeado por um feixe de

elétrons, obtendo-se assim, o espectro de massas de cada pico cromatogrifico, o qual

15



comparado com uma biblioteca de espectros, permite a identificacio do composto
(Nascimento Filho, 2002).

A utilizagdo do CG/EM € amplamente difundida para a caracterizagdo da composi¢ao
quimica de Oleos essenciais de diversas plantas, sendo também utilizada em erva-mate

(Kawakami e Kobayashi, 1991; Dariva et al., 2001).
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3. VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES NATIVAS DE Ilex
paraguariensis (St. Hil.) USANDO MARCADORES RAPD
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a variabilidade genética intrapopulacional em
trés populacoes de llex paraguariensis (St. Hil.) visando a conservagdo genética desta espécie.
Foram utilizados marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) em 30 amostras
de plantas de cada populacio (Erechim, Bardo de Cotegipe e Aurea, RS, Brasil) coletadas
aleatoriamente. Um total de 189, 181 e 175 fragmentos foram gerados nas populagdes
Erechim, Bario de Cotegipe e Aurea, respectivamente. O polimorfismo encontrado variou
entre 24,9 e 36% nas trés populacdes. O indice de similaridade médio variou entre 0,848 na
populacio Aurea, 0,88 para Erechim e 0,934 na populacio Bardo de Cotegipe, demonstrando
diferencas na variabilidade genética nas populacdes estudadas. Foi observada uma maior
variancia intrapopulacional (0,0703 — 0,1277) em relacdo a varidncia interpopulacional
(0,0420 — 0,0467), porém com distin¢do na distribui¢do das freqiiéncias alélicas. Anélise de
agrupamento (UPGMA) e andlise de coordenadas principais permitiram separar claramente as
trés populagdes mostrando que, apesar da sua proximidade geografica, as mesmas apresentam
diferencas genéticas significativas. A separacdo das populacdes em trés grupos distintos
aponta para a necessidade de conservagdao do maior nimero de fragmentos de mata possivel

para garantir a manutenc¢do da variabilidade genética de llex paraguariensis.

Palavras-chave: llex paraguariensis, RAPD, Variabilidade Genética.
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ABSTRACT

Genetic variability of native populations of Ilex paraguariensis (St. Hil.) as
assessed using RAPD markers. The objective of this study was to determine the
intrapopulational genetic variation in three populations of Ilex paraguariensis (St. Hil.) with
the view to conserve genetic diversity in this species. The populations studied were from sites
near the towns of Erechim, Bardo de Cotegipe and Aurea in the southern Brazilian state of
Rio Grande do Sul, the sites being separated by about 30 Km. We used random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers from 30 plants from each site, with 189 fragments being
generated from the Erechim plants, 181 from the Bardo de Cotegipe plants and 175 from the
Aurea plants. The intrapopulational polymorphism of the three populations was 36% for
Erechim, 33.7% for Aurea and 24.9% for Bardo de Cotegipe while the Jacquard similarity (S;)
value was 0.848 for Aurea, 0.88 for Erechim and 0.934 for Bardo de Cotegipe, demonstrating
differences in genetic variability between the populations studied. = There was also more
intrapopulational (0.0703 — 0.1277) than interpopulational variance (0.0420 — 0.0467),
although this was principally in regard to allele frequency. Analysis using the UPGMA and
principal coordinate (PCO) analysis allowed the clear separation of the three populations
showing that although the populations were geographically close they still showed significant
genetic differences. The separation of these populations into three distinct groups point to the
necessity of conserving the highest possible number of forest fragments in order to guarantee

the maintenance of the genetic variability of 1. paraguariensis.

Keywords: llex paraguariensis, RAPD, Genetic variability.
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INTRODUCAO

Segundo Medrado (1996), cerca de 600 espécies representam a familia Aquifoliaceae,
das quais 60 ocorrem no Brasil e a qual pertence a erva-mate Ilex paraguariensis (St. Hil.). A
erva-mate ocorre naturalmente em parte do Brasil, Argentina e Paraguai, entre as latitudes 21°
e 30°S, longitudes de 48°30’ e 56°10°W e altitudes varidaveis entre 500 e 1500m. O clima
predominante € subtropical temperado imido, sem estagdo seca, com temperatura média do
més mais quente inferior a 22°C. A precipitagdao pluviométrica média anual estd em torno de
1500mm. Ocorre mais freqlientemente em solos profundos, bem drenados, com baixo teor de
nutrientes intercambidveis e altos teores de aluminio (Oliveira e Rotta, 1985).

Quanto a sua botanica, esta espécie € arborea e umbroéfila. Quando adultas as drvores
podem atingir de 12 a 30 metros de altura. Sdo plantas perenes de vida relativamente longa.
Trata-se de uma espécie dipldide, com 40 cromossomos (Gauer, 1999). Bonner e Holly
(1974) descrevem a espécie como didica e entomofila. O florescimento ocorre entre os meses
de setembro e dezembro e a frutificacdo no periodo de janeiro a marco, sendo o periodo
produtivo entre seis e trinta anos (Da Croce et al., 1994).

Através da industrializacdo de suas folhas e ramos, obtém-se o produto destinado a
preparagdo de bebidas tonicas e estimulantes como chd de mate, chimarrdo e tereré. Entre as
qualidades medicinais e nutricionais sdo citados seus efeitos diuréticos e estimulantes.

A importancia socio-econdmica da erva-mate para o Estado do Rio Grande do Sul é
grande. Segundo dados do IBGE-1995, o Rio Grande do Sul € responsdvel por 53% da
producdo nacional de erva-mate e a Regido Noroeste do Estado, dentro da qual estd inserida a
microrregido de Erechim, foi responsavel por 15% da producdo brasileira, sendo que a drea
plantada nesta regido corresponde a 53% do total estadual.

Apesar do aumento da drea cultivada com erva-mate, a produgdo € ainda insuficiente
para atender o mercado. Assim sendo, continua a ocorrer a coleta indiscriminada de plantas
nativas colocando em risco as populac¢des naturais de Ilex paraguariensis. Este fato, associado
ao aumento acelerado da ocupacdo das dreas e conseqiiente reducdo e fracionamento das
matas nativas, aumenta o risco da perda da variabilidade genética da erva-mate. Neste sentido,
cabe ao Brasil a maior responsabilidade no estudo e manuten¢do da biodiversidade, uma vez
que mais de 80% da area de distribuigc@o da espécie Illex paraguariensis (St. Hil.). encontra-se
em territério brasileiro (Winge et al., 1995). Entretanto, até agora praticamente nenhuma

iniciativa oficial foi realizada, contando-se apenas com iniciativas isoladas para o estudo e
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manutencdo desta espécie, fator que tem contribuido para a inclusdo da erva-mate entre as
espécies em risco de extingao.

O melhoramento genético da erva mate € relativamente novo, sendo realizado na
Argentina desde 1970 e no Brasil desde 1990 (Prat Kricun e Belingheri, 1990). Assim
inimeras informacdes bdsicas para o andamento do programa, tais como controle genético
dos caracteres de importancia econdmica, nimero de medi¢des necessdrias em cada individuo
para inferir com segurancga a respeito de seu valor genotipico e superioridade de cultivares
clonais sobre cultivares biparentais, ndo estdo ainda disponiveis.

Pesquisas sobre variabilidade em erva-mate no Brasil tém sido feitas esporadicamente
por diferentes grupos de pesquisa, limitando-se a materiais coletados em regides especificas
(Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Vidor et al., 2002a; Vidor et al., 2002b). A escassez de dados
sobre a variabilidade genética desta espécie limita a possibilidade de planejamento e escolha
de materiais para formacdo de bancos genéticos, sejam estes in situ e ex situ, limitando
também a escolha de materiais para programas de melhoramento.

O presente estudo teve por objetivo determinar a variabilidade intra e
interpopulacional em trés populacdes nativas de erva-mate, geograficamente proximas da
microrregido de Erechim, Rio Grande do Sul, uma das principais areas de produgdo desta

planta.

MATERIAL E METODOS:

Material biologico. No presente trabalho foram analisadas trés populagdes nativas de erva
mate, oriundas de Bardo de Cotegipe, Erechim e Aurea, RS, Brasil. Para fins deste trabalho
foi considerada como populagdo o grupo de plantas presentes numa mata continua. Cada
populacdo foi representada por 30 plantas coletadas aleatoriamente e representando toda a
area de mata amostrada. A distdncia minima entre duas plantas foi de vinte metros. As folhas
coletadas foram imediatamente colocadas em nitrogénio liquido, e posteriormente,
armazenadas em freezer a - 80°C até a extracdo do DNA.

Extracdo de DNA. Para o isolamento de DNA total de cada planta foi utilizado o método
descrito por Doyle e Doyle (1988) modificado para uso em erva-mate. O processo basico
consiste em: maceracao de aproximadamente 150 mg de folhas em nitrogénio liquido; adi¢ao
de 750ul de tampao de extracao (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH
8,0, 0,2% 2-Mercaptoetanol, 0,01% Proteinase K, 5SmM Acido Ascérbico, 1% PVP) e
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manutencdo em banho-maria por 30 min. a 65°C; desproteinizacdo com 1 volume cloroférmio
- dlcool isoamilico (24:1) até limpeza total do DNA; precipitagdo com 2/3 volume de
1sopropanol e lavagem com 200pl etanol 70%; ressuspensdao em 150ul de TE (Trisma:EDTA
- 10:1); quantificacdo em espectrofotometro UV a 260nm e confirmacdo da integridade e
pureza em espectrofotometro UV a 280nm e em gel de agarose 0,8%.
Reacio de amplificacao de RAPD. Foi utilizada a reacdo descrita por Williams et al. (1991),
com algumas modificagdes previamente testadas em erva-mate, com volume final de 25 pl:
Tampao de reacdao (50 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI), dNTPs (200mM de cada), 0,2 mM
de primer, 3 mM de MgCl,, 0,25 mM de TRITON e 1,5 U de Taqg DNA polimerase Gibco
BRL (Life Technologies, Sao Paulo, Brazil) e aproximadamente 40ng de DNA.
Primers de RAPD. Foram utilizados os kits OPW, OPH, OPF, OPA, OPB e OPY da Operon
Technologies, com 20 primers cada um, visando identificar os que apresentam os melhores
resultados em erva-mate, avaliando-se a quantidade de bandas produzidas, a intensidade
destas, a sua reprodutibilidade e o polimorfismo gerado pelas mesmas. Com base nos critérios
descritos acima foram selecionados 15 (Tabela 1) dos 120 primers decaméricos, os quais
mostraram-se adequados para a avaliacdo da variacdo inter e intrapopulacional em [
paraguariensis. Foram usados somente os fragmentos que apresentaram alta intensidade e
reprodutibilidade em trés repeti¢des, pois a amplificacdo pode ser afetada por fatores como
concentracdo de reagentes e condi¢des de reacdo e amplificacdo (Kresovich et al., 1992;
Weeden et al., 1992).
Amplificacdo de RAPD. A amplificacdo foi realizada em termociclador (modelo PTC 100,
MJ Research INC., Watertown, MA). O processo de amplificagdo foi baseado na seguinte
seqiiencia: 3 min a 92°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Apds, 3 min
a 72°C e resfriamento a 4°C até a retirada das amostras.
Anadlise eletroforética dos fragmentos amplificados. A separacdo eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampao TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido boérico
e 0,008M EDTA) em cuba de eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada com voltagem
constante de 90Volts. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA Ladder 100bp da
Gibco BRL. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada com brometo de etidio e a
observagao feita sob luz ultravioleta. Os géis foram fotografados pelo sistema fotografico
digital GEL-PRO (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).
Anadlise dos dados. Na determinacdo da variabilidade genética, os dados obtidos através da
determinac¢do da presenca ou auséncia de bandas formaram uma matriz que foi analisada com
auxilio do programa computacional NTSYS versdao 1.7 (Rohlf, 1992). Os dendrogramas
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foram construidos pelo algoritmo UPGMA desenvolvido por Sokal e Michener (1958),
utilizando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard. Os limites de confianca dos
agrupamentos formados foram calculados pela randomizacdo de 100 amostragens dos
resultados usando o programa Winboot (Yap e Nelson, 1996). A freqiiéncia alélica foi
determinada pelo percentual de fragmentos presentes em relacdo ao total das 30 plantas
analisadas em cada populacdo, comparando-se cada alelo nas trés populacdes. As andlises de
Coordenadas Principais intra e interpopulacional foram feitas com o Pacote Estatistico

Multivariado (MVSP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando as 30 plantas representantes de cada populagdo, foram considerados para
fins de analise 189 fragmentos para a populagcdo Erechim, 181 para Bardo de Cotegipe e 175
para Aurea (Tabela 1). Os fragmentos amplificados variaram entre 50 e 2200 bp. O niimero
médio de fragmentos por primer foi de 11,7, 12,1 e 12,6 nas plantas das popula¢des oriundas
de Erechim, Bardo de Cotegipe e Aurea, respectivamente, sendo relativamente baixo se
comparado com o obtido por Gauer e Cavalli-Molina, 2000. Esta diferenca pode ser atribuida
a condicdes laboratoriais distintas, aos primers utilizados e, fundamentalmente, ao rigor
estabelecido pelos autores na escolha dos fragmentos para andlise.

O polimorfismo encontrado dentro de cada populagdo analisada pode ser considerado
baixo (36% para Erechim, 33,7% para Aurea e apenas 24,9% de polimorfismo para Bardo de
Cotegipe) quando comparado com outras espécies (Shrestha et al., 2002; Freitas e Brehm,
2001).

Em erva-mate diferentes resultados tém sido descritos (Gauer e Cavalli-Molina, 2000;
Vidor et al., 2002a; Vidor et al., 2002b). Na Figura 1 encontra-se um gel demonstrativo do

padrdo de amplificac@o obtido nestas populacdes.
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Tabela 1: Numero total e nimero de fragmentos polimoérficos obtidos em cada primer

utilizado nas trés populacdes analisadas.

Primer Seqiiéncia Total de fragmentos Fragmentos polimorficos
(5’ para 3°) Erechim Bardo Aurea Erechim Bardo Aurea

OPA-10 GTGATCGCAG 10 13 11 3 4 6
OPA-18 AGGTGACCGT 10 10 13 2 2 5
OPB-06 TGCTCTGCCC 11 12 14 5 5 5
OPD-20 ACCCGGTCAC 14 13 8 7 4 3
OPF-04 GGTGATCAGG 18 11 14 9 3 4
OPF-12 ACGGTACCAG 13 13 13 5 4 5
OPW-06 AGGCCCGATG 13 12 10 7 4 5
OPY-04 GGCTGCAATG 13 13 12 2 3 0
OPY-07 AGAGCCGTCA 12 11 13 5 4 7
OPY-08 AGGCAGAGCA 13 14 15 2 3 2
OPY-09 AGCACCGCAC 12 12 16 3 2 4
OPY-10 CAAACGTGGG 11 12 9 2 1 4
OPY-11 AGACGATGGG 10 12 7 3 1 2
OPY-14 GGTCGATCTG 15 14 11 7 4 5
OPY-15 AGTCGCGCTT 14 9 9 6 1 2
Total 189 181 175 68 45 59

12,6% 12,1% 11,7%  36% 249%  33,7%
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Figura 1: Gel de agarose demonstrativo, obtido com o primer OPF 12 na populacdo Erechim

(01 a 30). M = marcador de peso molecular Lambda, clivado com Hind III e Eco RI.

A similaridade (coeficiente de Jaccard) entre as 30 plantas representantes da populacao
Erechim variou entre 0,81 e 0,98 com média de 0,880. A populagdo de Bardo de Cotegipe
apresentou similaridade média de 0,934 (0,85 a 0,98). J4 a populacdo de Aurea teve
similaridade média de 0,848 (0,76 a 0,98) (Tabela 2).

Tabela 2: Similaridades (S;) intra e interpopulacional.

Populagao S; S; S; Variancia Desvio CvV

Médio Minimo Madximo Padrao %
Erechim 0,880 0,81 0,98 0,0703 0,026 2,95
Bardo de Cotegipe 0,934 0,85 0,98 0,0772 0,027 2,89
Aurea 0,848 0,76 0,98 0,1277 0,035 4,13
Bardo de Cotegipe - Aurea 0,779 0,708 0,848 0,0469 0,022 2,82

Bardo de Cotegipe - Erechim 0,786 0,724 0,847 0,0420 0,021 2,67

Erechim — Aurea 0,784 0,712 0,849 0,0467 0,022 2,81
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Estes dados sdo semelhantes aos encontrados por Vidor et al. (2002b) na avaliacio de
variabilidade em ensaio de progénies de erva-mate oriundas de duas populagdes, os quais
determinaram similaridade superior a 90% entre a maioria dos materiais analisados e entre 81
e 98,5%, considerando todos as plantas analisadas das duas popula¢des. Porém discordam dos
encontrados por Gauer e Cavalli-Molina (2000), que encontraram similaridade
intrapopulacional média de SJ = 0,343 também utilizando marcadores RAPD. Esta
divergéncia pode ser explicada parcialmente pela forma de amostragem de cada populagdo
nos dois estudos. O trabalho citado considerou como populacdo, diferentes plantas
distribuidas em fragmentos de matas distintos em um determinado Municipio. J4, no presente
estudo, cada populagdo foi amostrada em apenas um fragmento de mata de um determinado
Municipio, o que pressupde intercruzamentos entre as plantas da populacdo. Quando foram
analisadas conjuntamente, as 90 plantas das trés populacdes apresentaram similaridade média
de 0,818 (0,71 a 0,98), inferior a similaridade encontrada nas andlises intrapopulacionais.

A analise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA (Figura 2) permitiu separar
as 90 plantas analisadas em trés grupos correspondentes a cada uma das populagdes avaliadas.
Esta separacdo foi confirmada pelos altos valores de significancia (>94%) obtidos através de
andlise de “bootstrap” ( Yap e Nelson, 1996). Os indices de confianga internos de cada grupo
formado (dados nao mostrados) foram inferiores a 50% demonstrando nao haver formagao de
subgrupos dentro de cada uma das populacoes.

Uma comparacgdo entre as variancias, usando a matriz de similaridade, foi realizada
utilizando o programa Statistica 6.0, para cada uma das populacdes e entre as populacdes
(Tabela 2). Os resultados mostram que as varidncias intrapopulacionais (0,0703 a 0,1277) sao
maiores que as variancias entre as populacdes, embora existam alelos presentes de forma
diferencial nas distintas populacdes que permitem a separacdo destas. Este resultado €
esperado em espécies didicas como a erva-mate, onde a taxa de recombinacdo € alta pela
fecundacdo cruzada obrigatéria (Hamrick et al, 1992).

A variancia calculada entre as populagdes, mostrou maior proximidade entre Erechim
e Bardo de Cotegipe (0,0420) quando comparado com Erechim e Aurea (0,0467) e Bardo de
Cotegipe e Aurea (0,0469). Este resultado concorda com a distribuicio geogréfica, uma vez
que a populacio Erechim estd a 12 Km de Bardo de Cotegipe e a 20 Km de Aurea, enquanto

Aurea estd a 30 Km de Bardo de Cotegipe.
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Figura 2: Dendrograma das trés populacdes de erva-mate coletadas aleatoriamente, baseado

em andlise de agrupamento (UPGMA) de estimativa de similaridade genética (coeficiente de
Jaccard) por RAPD. Os nimeros dentro do dendrograma referem-se aos limites de confianga

dos agrupamentos.

Uma andlise de coordenadas principais (PCO) usando distincias euclidianas foi
realizada para determinar agrupamentos dentro e entre populacdes. Esta andlise mostrou
separagdo entre as trés populagdes, onde 23,99% do total da variacdo foi determinada pela
coordenada 1 e 20,59%, pela coordenada 2 (Figura 3). Pode ser observada também, uma
maior dispersio entre os individuos de Aurea em relacio aos individuos das outras

populacoes.
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Considerando a freqiiéncia alélica das populacdes, 28,5% tiveram diferenca de
freqiiéncia superior a 50% e 56,3% foram idénticos para as trés populacdes.

Estes resultados indicam que as plantas amostradas em cada uma das regides
apresentam fluxo génico entre elas, ainda que com alelos em freqiiéncias distintas. Por outro
lado, cabe ressaltar que a fragmentacdo das matas na regido de estudo ocorreu somente nos
ultimos 100 anos, o que pode explicar a alta freqiiéncia de alelos comuns as trés populagdes
estudadas. Porém alteracOes ambientais ou antropicas seguidas de sele¢des ndo intencionais
ou induzidas podem alterar as freqiiéncias alélicas levando ao desaparecimento eventual de
alelos de interesse agricola ou comercial, ou que afetem direta ou indiretamente a

sobrevivéncia da espécie (Allard, 1971).

Eixo 2 (20,598%)
Eizo 3 (3531%)

Eizo 1 (23,982%)

Figura 3: Anélise de Coordenadas Principais por distancia Euclidiana de trés populagdes de
llex paraguariensis (St. Hil.), mostrando total separacdo entre as trés populacdes e maior

dispersdo na populacdo Aurea em relacdo as demais.

Assim sendo, os resultados obtidos apontam para algumas consideragdes no que diz
respeito a conservacao da base genética de Ilex paraguariensis. A separacao genética entre as
populacdes estudadas, levando em consideracdo a proximidade geogrifica e a conseqiiente
possibilidade de fluxo génico, indica a necessidade de conservacdo de um méximo possivel de
fragmentos de mata com a presencga de erva-mate nativa para manutengao da variabilidade in
situ, ou a coleta de um grande nimero de populagdes, definidas ndo pela distancia geogréfica,

mas através de critérios genéticos, para a formacao de bancos de germoplasma ex situ.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a variabilidade genética através de marcadores
de RAPD em 20 populacdes nativas de Ilex paraguariensis, coletadas nos estados do Mato
Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil, e representantes de outras
duas espécies do género, I. dumosa e I. theezans, visando a conservagdo genética desta
espécie. Em comparacdes dentro de 1. paraguariensis, os 24 primers selecionados geraram
291 fragmentos, dos quais 76 (26,11%) foram polimérficos, com média de 12,12 fragmentos
por primer. O indice de similaridade usando coeficiente de Jaccard (Sy) variou entre 0,845 e
0,972 com média de 0,908. A analise de agrupamentos UPGMA e andlise de coordenadas
principais permitiram separar unicamente a populacdo de Ponta Pora, MS das demais. O
indice de polimorfismo entre as trés espécies estudadas foi de 75,51% de um total de 392
fragmentos analisados. Encontraram-se 37 fragmentos especificos para I. dumosa, 21 para I
theezans e 76 para I. paraguariensis, os quais podem ser utilizados no controle de qualidade
de erva-mate. O S; médio entre I. paraguariensis ¢ as demais espécies foi de 0,396. Os
resultados indicam que a base genética de I. paraguariensis € relativamente estreita,
colocando-a como uma espécie potencialmente em risco de extin¢do, apontando a necessidade
de conservacdo em bancos de germoplasma ex situ definidos por critérios genéticos € a
conservacdo de um maximo possivel de fragmentos de mata com presenca de erva-mate

nativa para manutencao da variabilidade in situ.

Palavras-chave: llex paraguariensis, RAPD, diversidade genética.
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ABSTRACT

Genetic diversity of Ilex paraguariensis (St. Hil.) in the area of distribution of the
specie in Brazil. The objective of this study was to determine the genetic variability using
RAPD molecular markers in 20 native populations of llex paraguariensis, collected in the
States of Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul, Brazil, and
representatives of others two species of the genus, I. dumosa and I. theezans, aiming at the
genetic conservation of this species. In comparisons inside of I. paraguariensis, the 24
primers selected had generated 291 fragments, of which 76 (26,11%) had been polymorphics,
with average of 12,12 fragments for primer. The similarity index using the coefficient of
Jaccard (S;) varied between 0,845 and 0,972 with average of 0,908. The analysis of groupings
UPGMA and principal coordinates analysis had allowed to only separate the population of
Ponta Pora, MS of the remain. The index of polymorfism between the three studied species
was of 75,51% of a total of 392 analyzed fragments. Had been gotten 37 specific fragments
for I. dumosa, 21 for L. theezans and 76 for 1. paraguariensis, which can be used in the quality
control of maté. The average S; between I. paraguariensis and the other species were of
0,396. The results indicate that the genetic base of 1. paraguariensis is relatively narrow,
placing it as a specie potentially in extinguishing risk, pointing the necessity of conservation
of a possible maximum of fragments of forest with presence of native maté with respect to the

maintenance of the variability in situ.

Key-words: Illex paraguariensis, RAPD, genetic diversity.
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INTRODUCAO

llex paraguariensis (St. Hil.) € uma arvore perene nativa da América do Sul,
pertencente a familia Aquifoliaceae. Ela é historicamente usada como bebida estimulante,
diurética e digestiva, preparada pela infusdo de folhas e ramos secos em dgua quente
(chimarrdo) ou fria (terere). A drea de dispersdo natural de Ilex Paraguarensis (erva-
mate) abrange aproximadamente 540.000 km?, compreendendo territorios do Brasil,
Argentina e Paraguai. S6 no Brasil estdo situados 450.000 Km? do total. No Brasil
sua drea de dispersdo inclui a regido centro-norte do Rio Grande do Sul, quase todo o
Estado de Santa Catarina, centro-sul e sudoeste do Parana, sul de Mato Grosso do Sul
e manchas em Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, associada a mata de
araucdria.

Na antiguidade, a maior parte do mate produzido no Sul do Brasil, provinha de
ervais nativos. Paralelamente a queda de sua producido, pela explotacdo continua e
avanco da agricultura, houve um aumento na demanda do produto, tanto no mercado
interno como no externo. Desse modo, tornou-se prdatica comum o plantio dessa
espécie. Entretanto, o plantio em dreas adensadas (monocultura) e a ndo selecao de
matrizes para a coleta de sementes, tém gerado problemas para a industrializacdo do
mate como, por exemplo, a intensificacdo do sabor amargo, quando utilizado em
infusdo. Este problema levou as industrias a preferirem a erva-mate nativa, pois
segundo os industriais gera chimarrdo menos amargo. Além disso, apesar do aumento
da 4rea cultivada com erva-mate, a producdo ainda é insuficiente para atender o
mercado. Este fato, associado ao processo de desmatamento aumenta o risco de perda
da variabilidade genética da erva-mate. O Brasil, com mais de 80% da area de
distribuicao da espécie (Winge et al., 1995), tem a maior responsabilidade no estudo
e manutencdo da biodiversidade de Ilex paraguariensis. Pesquisas sobre
variabilidade em erva-mate no Brasil tém sido desenvolvidas esporadicamente por
alguns grupos de pesquisadores, em materiais coletados em regides especificas
(Winge et al., 1995; Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Vidor et al., 2002a; Vidor et al.,
2002b).

Assim sendo, o presente estudo teve por objetivo determinar a variabilidade
genética de diferentes populagdes nativas de Ilex paraguariensis coletadas em

diferentes regides de ocorréncia da espécie no Brasil.
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MATERIAL E METODOS:
Material biolégico: Foram analisadas vinte populagdes nativas de erva-mate (Ilex
paraguariensis St. Hil), oriundas de quatro diferentes Estados, abrangendo toda a drea de

ocorréncia da espécie no Brasil (Figura 1).
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Figura 1: Locais de coleta e drea de distribui¢@o natural da erva-mate (Da Croce e Floss, 1999).

Foi considerada como populacdo o grupo de plantas presentes numa mata continua e
isoladas geograficamente. Cada populacdo foi representada por 30 plantas adultas coletadas
aleatoriamente e representando toda a drea de coleta. A distancia minima entre duas plantas foi
de vinte metros. Além destas, para uma comparag¢do genética interespecifica, foram coletadas
uma populacido de Illex dumosa e outra de llex theezans, ambas em Erechim RS, usando os
mesmos critérios. As folhas coletadas foram identificadas e imediatamente colocadas em
nitrogénio liquido, e posteriormente, armazenadas em freezer a —80°C até a extracdo do DNA.
Extracdo de DNA: A extracdo do DNA foi realizada com quantidades iguais (0,1 g por
planta) de tecido foliar de 10 plantas da cada populacdo, formando-se trés “bulks” por
populacdo analisada. Para o isolamento de DNA total de cada planta foi utilizado o método
descrito por Doyle e Doyle (1988) modificado para uso em erva-mate. O processo basico
consiste em: maceracio de aproximadamente 150 mg de folhas em nitrogénio liquido; adi¢ao
de 750ul de tampao de extracdo (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH
8,0, 0,2% 2-Mercaptoetanol, 0,01% Proteinase K, SmM Acido Ascorbico, 1% PVP) e
manutengdo em banho-maria por 30 min. a 65°C; desproteinizacdo com 1 volume cloroférmio

- dlcool isoamilico (24:1) até limpeza total do DNA; precipitacio com 2/3 volume de
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1sopropanol e lavagem com 200pl etanol 70%; ressuspensdao em 150ul de TE (Trisma:EDTA
- 10:1); quantificacdo em espectrofotometro UV a 260nm e confirmagdo da integridade e
pureza em espectrofotometro UV a 280nm e em gel de agarose 0,8%.

Reacao de amplificacdo de RAPD. Foi utilizada a reacdo descrita por Williams et al. (1991),
com algumas modifica¢des previamente testadas em erva-mate com um volume total de 25 ul
por reagdo: Tampao de reacdo (50 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI), dNTPs (200mM de
cada), 0,2 mM de primer, 3 mM de MgCl,, 0,25 mM de TRITON e 1,5 U de Tag DNA
polimerase Gibco BRL (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e 40ng de DNA.

Primers de RAPD. Foram utilizados os kits OPA, OPB, OPD, OPF, OPH, OPW e OPY
(Operon Technologies, Inc. Alameda, CA) com 20 primers cada um. Os 24 primers utilizados
foram selecionados de um total de 140 primers decaméricos, baseando-se nos resultados em
llex paraguariensis (Cansian et al., 2003) tendo sido avaliados a quantidade, intensidade,
reprodutibilidade e o polimorfismo gerado pelos mesmos. Para fins de avaliacdo, foram
considerados somente os fragmentos amplificados que apresentaram alta intensidade e
reprodutibilidade, determinados por trés repeti¢des de amplificacdo.

Amplificacdo de RAPD. A amplificacio foi realizada em termociclador (modelo PTC 100,
MJ Research INC., Watertown, MA). O processo de amplificagdo foi baseado na seguinte
seqiiencia: 3 min a 92°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Ap6s, 3 min
a 72°C e resfriamento a 4°C até a retirada das amostras.

Anadlise eletroforética dos fragmentos amplificados. A separacdo eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampao TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido boérico
e 0,008M EDTA) em cuba de eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada com voltagem
constante de 90Volts. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA Ladder 100bp da
Gibco BRL e DNA Lambda clivado com Hind III e Eco RI. A visualizacdo dos fragmentos
foi realizada com brometo de etidio e a observacdo feita sob luz ultravioleta. Os géis foram
fotografados pelo sistema fotografico digital GEL-PRO (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD). Para cada primer selecionado foram feitos trés géis, cada um com uma repeticao de
cada populagdo amostrando 10 plantas.

Anadlise dos dados. Na determina¢do da variabilidade genética, os dados obtidos através da
determinacdo da presenca ou auséncia de bandas formaram uma matriz que foi analisada com
auxilio do Pacote Estatitico Multivariado (MVSP). Os dendrogramas foram construidos pelo
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages), desenvolvido
por Sokal e Michener (1958), utilizando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard. Os limites de
confianca dos agrupamentos formados foram calculados pela randomizacdo de 100 amostragens
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dos resultados usando o programa Winboot (Yap e Nelson, 1996). A andlise de coordenadas

principais intra e interespecifica foi feita pelo programa MVSP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 24 primers decaméricos selecionados para avaliar a variabilidade genética entre as 20
populagdes de llex paraguariensis estudadas geraram um total de 291 fragmentos, dos quais 76
(26,11%) foram polimorficos. Os fragmentos avaliados variaram entre 100 e 2200 bp. O
numero médio de fragmentos por primer foi de 12,12 (Tabela 1). O nivel de polimorfismo
encontrado estd abaixo do esperado para plantas obrigatoriamente alégamas como a erva-mate
que € uma espécie didica (Weinsing et al., 1995). Em erva-mate, diferentes resultados t€ém sido

descritos (Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Vidor et al., 2002a; Vidor et al., 2002b).

Tabela 1: Numero total, nimero de fragmentos polimérficos € nimero de fragmentos espécie

especificos obtidos em cada primer utilizado, nas popula¢des analisadas.

Primer Seqiiéncia L. paraguariensis L. dumosa L. theezans

(5’ para 3’ Total de Fragmentos Fragmentos Fragmentos Fragmentos

fragmentos polimérficos especificos especificos especificos
OPA-06 GGTCCCTGAC 8 4 3 1 1
OPA-15 TTCCGAACCC 13 6 - - 1
OPB-04 GGACTGGAGT 14 2 3 2 1
OPB-05 TGCGCCCTTC 12 2 5 3 3
OPB-06 TGCTCTGCCC 12 2 3 2 1
OPB-10 CTGCTGGGAC 12 5 4 - 1
OPB-15 GGAGGGTGTT 12 2 5 4 1
OPB-17 AGGGAACGAG 8 2 - 2 1
OPD-20 ACCCGGTCAC 12 2 2 1 1
OPF-04 GGTGATCAGG 8 1 4 1 1
OPF-12 ACGGTACCAG 12 4 2 1 1
OPF-16 GGAGTACTGG 15 4 4 1 2
OPH-11 CTTCCGCAGT 11 4 2 - -
OPW-10 TCGCATCCCT 11 1 3 2 1
OPW-17 GTCCTGGGTT 13 6 2 - -
OPW-18 TTCAGGGCAC 17 3 5 2 -
OPW-20 TGTGGCAGCA 8 1 1 1 1
OPY-04 GGCTGCAATG 11 1 4 5 1
OPY-07 AGAGCCGTCA 17 9 2 - -
OPY-10 CAAACGTGGG 15 6 4 1 -
OPY-12 AAGCCTGCGA 8 3 2 - -
OPY-14 GGTCGATCTG 15 2 2 2 -
OPY-15 AGTCGCGCTT 13 2 6 4 2
OPY-20 AGCCGTGGAA 14 2 5 2 1
Total 291 76 73 37 21

(12,12) (26,11%)
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Cabe salientar que no presente estudo foram utilizados “bulks” de 10 plantas de cada
acesso. O uso de bulks, amostras agrupadas pela mistura de quantidades iguais de DNA de
individuos de uma populagdo, tem grande potencial no estudo de diversidade e parentesco
genético entre populacdes, quando se selecionam individuos ao acaso na populacdo a fim de
representar todos os genes em segregacdo nesta, permitindo-se assim estimar que
polimorfismos encontrados representem diferencas entre as populagdes e reduzindo a
possibilidade de ter-se polimorfismos de apenas uma planta que se encontre segregando na
populacdo (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Kraft e Séll, 1999). Este sistema tem uma tendéncia
de aumentar a similaridade detectada, pelo mesmo motivo. Cansian (1999) estudando
populagdes de brassica determinou que bulks com 10 plantas sdo seguramente representativos
da populacdo em espécies aldgamas. Na figura 2 encontra-se um gel demonstrativo do padrao

de amplificagc@o obtido nestas populacoes.

M 01020304 05046 07 08 0% 1011 1213 14 15 16 17 18 1% 20 2122 M

T e S e T W —— —

Figura 2: Gel de agarose demonstrativo, obtido com o primer OPF-12, mostrando o perfil de
amplificacdo em 1. paraguariensis (01 a 20) e fragmentos especificos de 1. dumosa (21) e I.

theezans (22). M = marcador de peso molecular Lambda, clivado com Hind III e Eco RI.

A similaridade (Coeficiente de Jaccard) entre as 20 populacdes de I. paraguariensis
estudadas variou entre 0,845 e 0,972 com média de 0,908. Estes dados sdo semelhantes aos
encontrados por Vidor et al. (2002b), que encontraram similaridade superior a 90% entre a
maioria dos materiais analisados de um ensaio de progénies de duas populagdes de erva-mate.

A andlise de agrupamentos através do algoritmo UPGMA (Figura 3) permitiu separar
as 20 populacdes analisadas em dois grupos. O primeiro formado pela populacdao de Ponta
Pord no Mato Grosso do Sul e o segundo pelas demais populacdes da Regido Sul do Brasil.

Esta separacdo foi confirmada pelo alto indice de significancia (98%) obtido através da
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andlise de “bootstrap” pelo programa Winboot. Os indices de confianca entre os
agrupamentos das demais populacOes foram inferiores a 40%, demonstrando ndo haver
formacdo de subgrupos dentro de cada uma das populacdes. As trés repeticdes formadas por
10 diferentes plantas de cada populacdo analisada agruparam-se em todas as populacdes
analisadas, com indice de similaridade entre 0,949 e 0,996, mostrando haver similaridade
entre estas. Evidenciou-se também a sensibilidade da analise de RAPD para separar todas as
populacoes.

Cansian et al. (2003), estudando a variabilidade intrapopulacional de trés populacdes
também utilizadas neste estudo (Aurea, Bardo de Cotegipe e Erechim), determinaram que a as
variancias intrapopulacionais sdo maiores que as variancias interpopulacionais, concordando

com os resultados obtidos por Cavalli-Molina et al. (2000).
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Figura 3: Dendrograma das 20 populacdes de 1. paraguariensis determinado por RAPD,

usando coeficiente de Jaccard e agrupamento UPGMA.
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Uma andlise de coordenadas principais (PCO) usando distincias euclidianas foi
realizada para determinar o agrupamento entre as populagdes. Esta andlise confirmou a
separacdo da populacdo de Ponta Pord das demais populacdes, onde apenas 11,96% da
variacdo foi determinada pela coordenada 1, 9,04% pela coordenada 2 e 8,74% pela
coordenada 3, mostrando ndo haver fatores preponderantes que expliquem esta separacao.

Segundo Joly et al., (1999), gravacdes palinoldgicas do Sudeste do Brasil, provam que
as trocas climdticas do Pleistoceno tiveram um grande impacto na distribuicdo da fisionomia
florestal, bem como na composicao e distribui¢do das espécies. Até 7.000 anos atrds, espécies
das familias Poaceae e Asteraceae dominavam as dreas hoje ocupadas pela floresta de
araucdria, na qual ocorre a erva-mate. A expansdo da floresta de araucdria para a regido Sul
do Brasil ocorreu somente no final do periodo frio, mas ja umido, a aproximadamente 4000
anos, sendo que em regides mais frias, a menos de 2500 anos. Assim, pode-se supor que o
baixo polimorfismo encontrado em erva-mate ocorra pelo estreitamento da base genética
desta espécie, onde somente gendtipos mais adaptados as condicdes climdticas da época,
foram favorecidos no processo de expansdo da espécie para a regido Sul do Brasil. Outra
possibilidade é que a presenca de erva-mate nas atuais dreas de ocorréncia seja bastante
recente, diminuindo a possibilidade de variabilidade genética causada por cruzamentos.

As populacdes de I. paraguariensis foram comparadas com duas outras espécies do
mesmo género, I. dumosa e I. theezans (Figura 4). O indice de polimorfismo entre as espécies
foi de 75,51%, de um total de 392 fragmentos analisados. Encontraram-se 37 fragmentos
especificos para I. dumosa e 21 para I. theezans. Outros 40 fragmentos estavam presentes
somente nestas duas espécies. A presenca de 76 fragmentos monomorficos para I
paraguariensis € ausentes nos dois outros géneros estudados indica a possibilidade de
construcdo de primers de PCR especificos, os quais poderiam ser utilizados para identificacao
desta espécie, como j4 realizado em outras espécies (Weising et al., 1995) e, eventualmente,
testagem da presenca de plantas adulterantes no produto chimarrdo. Estes resultados mostram
a eficiéncia da técnica de RAPD para a distin¢ao entre espécies, embora mais estudos, com
um maior nimero de representantes de cada espécie, sejam necessarios para a confirmacao de

fragmentos espécie especificos.
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Figura 4: Dendrograma de trés espécies de Ilex, determinado por RAPD, usando coeficiente

de Jaccard e agrupamento UPGMA.

O indice de similaridade médio entre I. paraguariensis e as demais espécies foi de

0,396, enquanto que a similaridade média entre 1. dumosa e I. theezans foi de 0,583. A andlise

de coordenadas principais (PCO) entre as populagdes de I. paraguariensis e as duas outras

espécies (Figura 5) confirmou a separacdo das trés espécies, além da separacdo da populagao

de Ponta Pora das demais populacdes de erva-mate, com 51,48% da variacdo determinada

pela coordenada 1, 9,76% pela coordenada 2 e 4,55% pela coordenada 3.

PCO 2

Diermaiz populagdes

rcol

Ponta Pord

¥

I theezans

PCO 3

Figura 5: Andlise de Coordenadas Principais por distancia Euclidiana das 20 populacdes de 1.

paraguariensis analisadas, I. dumosa e I. theezans, mostrando a separacdo da populacdo de

Ponta Pora e das trés espécies.

43



Um agrupamento dos diferentes locais de coleta de erva-mate, levando em
consideragdo latitude, longitude, vegetacdo, temperatura média anual, clima (segundo
classificagdo de Koppen), geomorfologia e tipos de solo encontra-se na Figura 6. Estes fatores
combinados separam a regido de Ponta Pord, MS das demais regides, formando outros
agrupamentos de acordo com a similaridade das regides. Comparando-se este agrupamento
com o dendrograma gerado por RAPD, observa-se que em ambos os dendrogramas a
populacdo Ponta Pord forma um grupo independente. Porém as demais populacdes ndo
agruparam-se similarmente nos dois dendrogramas. As diferengas ambientais entre as demais

regides de coleta consideradas, ndo foram suficientes para explicar as diferencas genéticas

encontradas.
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Figura 6: Agrupamento UPGMA com distancias Euclidianas das 20 populacdes analisadas,
com base em caracteristicas ambientais de cada local (latitude, longitude, altitude,
temperatura média anual, vegetacdo, classificacdo climatica de Koppen, geomorfologia e tipo

de solo).

Estes resultados levam a concluir que andlises genéticas, baseadas em marcadores
moleculares sdo necessdrias para a conservacao da variabilidade de Ilex paraguariensis. Por
outro lado, os resultados mostraram que a base genética de Ilex paraguariensis ¢&
relativamente estreita, colocando-a como uma espécie potencialmente em risco de extingao,
caso a explotagdo de ervais nativos permaneca no ritmo atual. Neste sentido, impde-se a
necessidade de conservacao de um maximo possivel de fragmentos de mata com presenca de

erva-mate nativa para manutencao da variabilidade in situ, ou a coleta de um grande niimero
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de populagdes definidas por critérios genéticos, para a formacdo de bancos de germoplasma

ex situ (Cansian et al., 2003).
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5. VARIACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS E SEMI-VOLATEIS DE
EXTRATOS DE POPULACOES NATIVAS DE Ilex paraguariensis (St.
HIL.) DO BRASIL.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a variabilidade quimica dos compostos volateis
e semivolateis em 20 populacOes nativas de llex paraguariensis coletadas nos estados do
Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil. As analises foram
feitas com quantidades iguais de folhas coletadas aleatoriamente de 30 plantas, formando-se
trés bulks de 10 plantas por populag¢do analisada. A andlise quimica foi realizada com extrato
obtido através de CO, supercritico. O rendimento de extragdo por CO; supercritico variou
entre 0,589 e 0,858 g/100g de material seco, porém sem diferenca estatistica. As andlises
cromatogrificas (GC-MS) dos extratos permitiram a identificacdo positiva de 7 compostos
cafeina, teobromina, fitol, esqualeno, vitamina-E, eicosano e stigmasterol, além de 5
hidrocarbonetos, 2 aldeidos, 2 dlcoois, 1 composto cetdnico e 1 aromdtico, identificados
através da biblioteca do sistema CG/EM. As diferencas entre as médias de cada composto
sugerem haver baixa variacdo quimica entre as populacdes para a maioria dos compostos
analisados (Tukey p = 0,05). Um agrupamento usando distancias euclidianas e UPGMA das
diferencas quimicas entre as populagdes para os compostos analisados, mostra uma maior
similaridade entre as repeticdes de cada populagcdo, porém estes agrupamentos diferem do
agrupamento ambiental. Estes resultados levam a concluir que para a formac¢do de uma
colecdo visando manter a variabilidade da espécie, coletas baseadas na distribui¢do geografica
ou andlise da composicdo quimica sdo insuficientes, sendo necessdrio a execugdo de andlises
genéticas. Por outro lado, as diferencas quimicas encontradas entre as diversas populacdes
sugerem que andlises quimicas podem ser usadas quando se busca plantas com determinadas
caracteristicas quimicas para uso industrial, embora condi¢des especificas do local de plantio

possam ter influéncia nos resultados obtidos.

Palavras-chave: llex paraguariensis, variabilidade quimica, erva-mate.
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ABSTRACT

On the volatiles and semi-volatiles composition of the extracts of native growing
Brazilian Ilex paraguariensis (St. Hil.) The main objective of this work was to determine the
distribution of volatile and semi-volatile chemical components present in 20 native
populations of Ilex paraguariensis collected from Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina
and Rio Grande do Sul states, Brazil. Samples were collected with equal amount of leaves,
randomly from 30 plants, comprising then 3 bulks of 10 plants for each population analyzed.
Chemical analyses were carried out in a GC/MS equipment using the extracts obtained from
supercritical CO, (SCCO,). The extraction yield from SCCO, varied in the range of 0.589 -
0.858 g/100g of dried material. Chemical analysis permitted to identify positively 7 major
components: caffeine, teobromine, phytol, squalene, vitamin-E, eicosane, and stigmasterol,
and 5 hydrocarbon substances, 2 aldeides, 2 alcohols, 1 ketone and 1 aromatic, identified from
internal library equipment. For most components analysed, the differences observed in the
mean for each compound suggest low chemical variation among populations (Tukey p =
0.05). The use of a group using Euclidian distances and UPGMA of chemical differences
among populations for each compound shows a greater similarity among repetitions, but
differing from the environmental grouping. These results allow us to conclude that to form a
collection towards keeping the species variability, collect process based on the geographical
distribution or chemical composition are not sufficient, arising the need of performing genetic
analysis. On the other hand, chemical differences found in different populations suggest that
chemical analysis might be useful when one looks for plants with certain chemical
characteristics for industrial use, though one should take into account that specific conditions

may affect the results obtained.

Key-words: llex paraguariensis, maté, chemical variability.
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INTRODUCAO

llex paraguariensis (St. Hil.) € uma arvore perene nativa da América do Sul,
pertencente a familia Aquifoliaceae. Ela é historicamente usada como bebida estimulante,
diurética e digestiva, preparada pela infusdo de folhas e ramos secos em dgua quente
(chimarrdo) ou fria (terer€). A drea de dispersdo natural de llex Paraguarensis (erva-mate)
abrange aproximadamente 540.000 km?, compreendendo territérios do Brasil, Argentina e
Paraguai. S6 no Brasil estdo situados 450.000 Km?” do total. No Brasil sua 4rea de dispersdo
inclui a regido centro-norte do Rio Grande do Sul, quase todo o Estado de Santa Catarina,
centro-sul e sudoeste do Parana, sul de Mato Grosso do Sul e manchas em Sao Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais, associadas a mata de araucdria (Oliveira e Rotta, 1985).

O interesse terapéutico com relacdo a erva-mate € bastante expressivo, estando
presente em véarias farmacopéias (Imbesi, 1964). Existem evidéncias de que as substancias
contidas na erva como: xantinas, cafeina, teobromina, substancias tinicas, flavondides e
vitaminas, exercem agdes sobre o sistema cardiovascular, respiratdrio, tecido muscular e trato
gastrintestinal apresentando também propriedades estimulantes sobre o sistema nervoso
central, anti-reumética e diurética (Bassani e Campos, 1997).

Desde a constatacdo da presenca de metilxantinas em I. paraguariensis muitos relatos
tém sido publicados a respeito dos teores desses metabolitos secunddrios, tanto nas folhas,
talos ou frutos, como no produto erva-mate, utilizando diversas metodologias para sua
extracdo e quantificacdo. Entretanto existem poucos trabalhos sobre a variabilidade de
populacdes de erva-mate no que se refere a concentracdo de metilxantinas e, menos ainda,
utilizando um espectro maior de compostos quimicos.

Athayde e Schenkel (2000), estudando cafeina e teobromina em quatro populacdes
(MS, PR, SC e RS) de I. paraguariensis, verificaram diferencas entre as plantas do Mato
Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul no que se refere ao teor destas
substincias. As plantas do MS apresentaram um teor médio de cafeina mais elevado, e as
plantas do RS apresentaram valores menores. Por outro lado, na soma dos valores de
teobromina e cafeina, ndao foram detectadas diferencgas significativas.

Em erva-mate, fluido de CO, supercritico foi utilizado para extracdo de alcaldides
purinicos onde a solubilidade da cafeina, teobromina e teofilina neste solvente é discutida
(Saldafia et al., 1999). Dariva et al. (2001) estudaram o efeito das varidveis do processamento
industrial da erva-mate usando CO; a altas pressdes, determinando que a etapa de secagem € a

maior responsdvel pela reducio no rendimento da extracao.
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Com relacdo a conservagdo, o Brasil, com mais de 80% da area de distribuicdo da
espécie (Winge et al., 1995), tem a maior responsabilidade no estudo € manutencido da
biodiversidade de llex paraguariensis.

Assim sendo, o presente estudo teve por objetivo determinar a variabilidade quimica
de diferentes populacdes nativas de Ilex paraguariensis coletadas em diferentes regides de

ocorréncia da espécie no Brasil.

MATERIAL E METODOS:

Material biolégico: Foram analisadas vinte populagdes nativas de erva-mate (Ilex
paraguariensis St. Hil.), oriundas de quatro diferentes Estados, abrangendo toda a area de
ocorréncia da espécie no Brasil (Figura 1). Os locais de coleta foram: Aurea, Bardo de
Cotegipe, Coronel Barros, Erechim, Flores da Cunha, [16polis, Machadinho, Sdo Francisco de
Paula, Venancio Aires e Victor Graeff no Rio Grande do Sul; Bocaina do Sul, Cagador,
Catanduvas, Chapec6 e Urubici em Santa Catarina; Cascavel, Irati, Francisco Beltrdao e Sao
Mateus do Sul no Parana; e Ponta Porda no Mato Grosso do Sul.
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Figura 1: Locais de coleta e drea de distribuicdo natural da erva-mate (Da Croce e Floss,

1999).
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Foi considerada como populagdo o grupo de plantas presentes numa mata continua e
separadas geograficamente. Cada populagdo foi representada por 30 plantas adultas coletadas
aleatoriamente e representando toda a area de coleta. A distdncia minima entre duas plantas
foi de vinte metros. Todas as coletas foram feitas no periodo de inverno. As folhas coletadas
foram identificadas e secas em temperatura ambiente a sombra. Apds secas, foram preparadas
trés amostras das plantas 1 a 10, 11 a 20 e 21 a 30, por populacdo. Cada amostra conteve 25 g
de folhas pesadas proporcionalmente de cada planta, que foram moidas em moinho de facas,
homogeneizadas e peneiradas (série Tyler) retirando-se as particulas com mesh superior a
200.

Extracao em Fluido Supercritico (EFS): As extracdes foram realizadas em uma unidade
experimental de bancada, utilizando CO, (White & Martins com 99,9% de pureza) como
solvente. A unidade experimental consiste, basicamente, de um cilindro de CO?, dois banhos
termostaticos (Quimis), uma bomba de alta pressdo (ISCO 500 D), um extrator encamisado
com volume interno aproximado de 100mL, um tubo coletor de vidro, uma vélvula
micrométrica € um transdutor absoluto de pressdo (Smar LD 301), conforme esquematizado
na Figura 2. A extracdo foi realizada nas condi¢des de 175 bar, 50°C e vazdo de 2 g de
CO,/min durante 90 minutos (Dariva et al., 2001). O extrato foi coletado em uma unica fragdao

permanecendo conservadas em ambiente inerte at€ o momento das anélises.
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Figura 2: Unidade experimental de extragdo de alta pressdo. (A) cilindro de CO2; (B,H)
banhos termostdticos (Quimis); (C) bomba de alta pressio (ISCO 500 D); (D) extrator
encamisado com volume interno aproximado de 100mL; (E) tubo coletor de vidro; (F) védlvula

micrométrica.

Anadlise Instrumental: Os extratos foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas CG-EM (Shimadzu, Modelo QP 5050A). Foi empregada uma

coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm de diametro x 0,25 wm e espessura do filme); vazao do
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gds de arraste (hélio) de 0,8 mL/min; detector em 1,0 Kv; modo split (1:20); injetor a 290°C e
interface em 300°C; programacgdo de temperatura: inicial de 70°C (3 min); primeira rampa de
aquecimento: 4°C/min até 260°C; segunda rampa de aquecimento: 2,5°C/min até a
temperatura final de 300°C (23,5 min); tempo de corte do solvente: 4 min e tempo total de 90
min para andlise. As amostras foram levadas a 40.000 mg/L em diclorometano (merck,
bidestilado) sendo injetado um volume padrdo de 1 pL. Como padrio interno foi utilizado
bifenila na concentracdo de 100 mg/L. Os picos selecionados foram integrados no modo
manual. A determinagdo de concentragdo foi realizada comparando-se a area dos picos em
relacdo ao padrdo interno (bifenila) para os compostos que ndo foram identificados com
padrdo (semiquantitativa), permanecendo o resultado na relacdo em 4rea, ou através de andlise
quantitativa pela drea média dos picos, com relagdo ao padrao interno multiplicado pelo fator
de resposta de cada composto, obtido com a injecdo de uma determinada concentragcdo de seu
padrdo e de bifenila, expresso em miligramas do composto por grama de extrato.

A identificacdo dos compostos foi feita pela comparacdo dos tempos de retenc¢do dos
padrdes (Sigma-Aldrich Co), com aqueles presentes na amostra e comparacdo dos espectros
das amostras com espectros e resultados da biblioteca do equipamento (Wiley), com
aproximadamente 170.000 espectros. Alguns compostos foram identificados exclusivamente
através da biblioteca do sistema CG-EM, sendo considerados os compostos com indice de
similaridade superior a 90% e classificados de acordo com o grupo quimico.

Andlise estatistica: As amostras foram injetadas em triplicata e a andlise estatistica foi
realizada através de ANOVA (Tukey p = 0,05) no programa Statistica 5.0. Os agrupamentos
das populacdes foram feitos com base nos compostos quimicos selecionados (Tabela 2) e com
base em caracteristicas ambientais (latitude, longitude, vegetacdo, temperatura média anual,
clima segundo classificacdo de Koppen, geomorfologia e tipos de solo) empregando-se o
programa Statistica 5.0. As correlagdes entre cada composto quimico analisado e

caracteristicas ambientais foram feitas empregando-se 0 mesmo programa.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O rendimento de extracdo nas 20 populagdes analisadas variou entre 0,5892 e 0,858

gramas/100g de material seco, entretanto sem diferenca estatistica (Tukey p = 0,05). Estes

resultados sdo similares aos obtidos por Dariva et al. (2001).
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As andlises cromatogréficas (CG-EM) dos extratos das populacdes de erva-mate
obtidos por CO, Supercritico permitiram selecionar os seguintes compostos: cafeina (34,375
min.), teobromina (34,658 min.), fitol (40,842 min.), eicosano (53,258 min.), esqualeno
(56,075 min.), vitamina-E (62,800 min.), e stigmasterol (67,083 min.), todos confirmados por
padrdes. Além destes, 5 hidrocarbonetos, 2 aldeidos, 2 dlcoois, 1 composto cetdnico e 1
composto aromético, ndo confirmados por padrdes, foram utilizados na andlise quimica. Na
figura 3 encontra-se um cromatograma de fon total da populagdo de Chapecd. Outros
compostos presentes nos extratos ndo foram considerados por falta de padrdes e pelo baixo

percentual de identifica¢do fornecido pela biblioteca do equipamento.
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Figura 3: Cromatograma da populacdo de Chapecd, mostrando os picos analisados neste
trabalho, seus tempos de retengdo em minutos, além do pico de bifenila (20,117 min.) usada

como padrao interno.

As diferencas entre as médias das concentragdes de cada composto, analisadas pelo
teste de Tukey (p=0,05), sugerem haver baixa variacdo quimica entre as populagdes para a
maioria dos compostos analisados (Tabela 1). O alto desvio padrdao encontrado nas trés
repeticoes de extracdo de cada populagdo para a maioria dos compostos analisados pode
explicar esta tendéncia, porém sugerem a existéncia de uma expressiva variacdo dentro de

cada populagdo.
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Tabela 1: Compostos organicos volateis e semi-volateis (média + desvio padrao em mg/g de

extrato) das 20 populagdes de I. paraguariensis obtidos por CG-EM*".

Teobromi

Populacdes  Cafeina na Fitol  Esqualeno Vitamina E Eicosane Stigmast

Aurea 279,88 £105,90° 0,24 40,03 2,5440,33  36,3242,83° 12,35+1,07°  9,57+1,11°* 22,79 +19,80"
Bardo Cotegipe 172,62 +32,59™  0,0740,03¢  1,7040,40°  282948,06° 8924497 ™  206+142% 19,91 4585 "™
Coronel Barros 334,93 #5928  0,1340,07¢ 3444064  15,1343,70° 3,05£1,75 ¢ 1,5940,53 36,33 +4,92%
Erechim 104,61 £6,82 < 0,4740,18*  2,8740,50%  25,134+4,73 %™ 6,41 10,78 5,17+1,39° 34,82 #2,60
Flores da Cunha 131,76 +3,95%¢ 0,1140,01¢ 2550+0,81* 21,29+0,54*  7,8140,14"  1,70£0,30 39,07 2,61 ®
Tl6polis 213,10422,59™ 0,16 40,01 ™  5,64+0,62  53,18+2127°  73544,17% 1404025 34,66 45,97
Machadinho 119,27 64,15 0,04 40,02¢  0,3140,54 26,34 +18,76 ™  4,44+3,15% 0434021 ¢  14,49+46,78 ¢

Sdo F. Paula 180,47 £12,11%*  0,1040,04¢  4,5140,51°  13,144085° 623+135% 2054025 30,27 46,55 >
Vendncio Aires 194,09 23,76 ™  0,1240,04¢  227+1,07 20,16 +10,07> 3,97 4328 1,06 20,54 ¢ 24,97 £9,76 **
Victor Graeff 127,88 £10,29 ¢ 0,3940,14®  2,0640,79 4,08 +1,69 © 4,00 +2,39 « 1,17 40,19 25,87 +5,14 *
Bocainado Sul 123,05 430,49%¢  0,0740,02¢ 0,85 +0,14¢ 11,69 +1,95° 2,300,75 ¢ 1,44 40,38 18,44 42,89 "
Cacador 58,64 +12,92 ¢ 0,2040,04*  1,4640,15% 3,98 40,93 © 3244048 ¢ 2224036 32,30+3,97
Catanduvas 165,72 14,83 0,1940,17> 6,18 45,35¢  21,9747,96™  501+1,13 <  246+0,87 24,28 +4,10™
Chapecé 316,49 £27,88*®  0,3240,13% 15,64+3,13%  18,1343,06°¢ 41740,62 4 2,1240,19  43,00+3,83*

Urubici 43,13 #7779 ¢ 0,2940,05%  1,07+0,14¢ 7,67 %1,14 ¢ 1,67 0,35 ¢ 1,12 40,07 15354324 °¢

Cascavel 2259744883  0,1140,08¢  2,0640,61  2191+872> 4714217 ¢  291+1,12% 31,03 48,10
Franciso Beltrio 172,24 +7,79 * 0,2040,05%  2,5940,17  9506+21,96*  47,0249,04*  3234049% 30,59 +1,78
Irati 237,60 45,54 ®  02240,08™ 1,934020 19,98 +0,98 ™ 6,5342,89 ¢ 1254031 22,27 40,57 ™
Sdo Mateus Sul 134,88 £21,46™¢  0,1740,01%*  1,2440,11¢ 96,66 +26,57*  16,44+1,78°  1,8640,36°  17,95+3,35°¢

Ponta Pora 221,24 18,53 ° 0,1140,02°  6,09+2,07 242141529 7974345 2594059 36,57 +8,01 "

* Médias obtidas de 3 repeti¢cdes de extracdo (CO, Supercritico) e 3 repeti¢cdes de injecao.
Médias seguidas de diferentes letras em cada coluna sdo significativamente diferentes pelo

teste de Tukey (p = 0,05).

Considerando-se a média das populagdes por estado, foi observada uma tendéncia para
maiores concentragdes de cafeina no MS, seguido do PR, RS e SC, ocorrendo o inverso para a
teobromina, embora ambas sem diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p = 0,05). Porém, a
variacdo entre as populagdes em cada estado € muita elevada, mostrando que condi¢des
especificas de cada local de coleta sdo mais importantes na producdo destes compostos.

Athayde e Schenkel (2000) estudaram metilxantinas (cafeina e teobromina) em quatro
populagdes (MS, PR, SC e RS) de I. paraguariensis coletadas em duas épocas do ano, verao e
primavera. Nas coletas de verdo, a populacdo do Mato Grosso do Sul apresentou conteido
médio de cafeina significativamente superior aos demais, porém sem diferencas no teor de

teobromina. J4 na coleta de primavera, ndo houve diferencas significativas para os teores de
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cafeina, embora mantendo a mesma tendéncia, verificando-se maior teor de teobromina nas

N

populagdes do PR e RS. Em relagdo a analise qualitativa de saponinas, foi possivel a
identificacdo de todas as saponinas descritas em I. paraguariensis somente na populacdo do
MS, observando-se variacdes sazonais nesta.

O agrupamento das populacdes, através do algoritmo UPGMA e distancias
Euclidianas, das diferencas quimicas entre as populacdes para os compostos analisados
(normalizados), permitiu separar todas as populagdes, mostrando uma maior similaridade
entre as repeticoes de cada populacdo (Figura 4). Este resultado mostra diferencas

consistentes entre as populacdes analisadas, havendo uma forte tendéncia para uma maior

similaridade quimica entre as plantas de cada populagdo em relacdo a diferentes populagdes.
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Figura 4: Agrupamento UPGMA com distancias Euclidianas de trés bulks de 10 plantas de
cada uma das 20 populacdes, com base diferencas quimicas entre as populacdes para os

compostos analisados (normalizados).
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Um agrupamento dos diferentes locais de coleta de erva-mate, levando em
consideragdo latitude, longitude, vegetacdo, temperatura média anual, clima (segundo
classificagdo de Koppen), geomorfologia e tipos de solo encontra-se na Figura 5. Estes fatores
combinados separam a regido de Ponta Pord, MS das demais regides, formando outros

agrupamentos de acordo com a similaridade das regides.
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Figura 5: Agrupamento UPGMA com distancias Euclidianas das 20 populacdes analisadas,
com base em caracteristicas ambientais de cada local (latitude, longitude, altitude,
temperatura média anual, vegetacdo, classificacdo climatica de Koppen, geomorfologia e tipo

de solo).

Porém, observa-se que os agrupamentos quimicos (Figura 4) diferem deste
agrupamento ambiental e dos agrupamentos genéticos obtidos por Cansian et al. (2003)
utilizando o mesmo material vegetal.

Uma andlise de correlagdo (linear de Pearson) entre a composi¢do quimica e as
diferentes caracteristicas ambientais de cada populagcdo, mostrou inexisténcia de correlacdao
entre estes fatores, apenas com uma fraca correlacdo entre a cafeina e longitude, altitude e

temperatura (Tabela 2).
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Tabela 2: Correlagdo (linear de Pearson) entre a composicdo quimica analisada e as

caracteristicas ambientais de cada local. (Tr = tempo de reten¢do).

Tr Clima Geo-
(min) Latitude Longitude Vegetacdo Altitude Temperatura (koppen) morfologia Tipo Solo

Cafeina 34,40 -0,0299  0,6056 0,339 0,4522 -0,559 0,4133 0,0366 0,362

Teobromina 3470 0,0603 0,0503 -0,0973 0,111 -0,127 0,0442 0,0288 0,0479
Fitol 4080 0,2298 0,1259 0,2846 0,0605 0,119 -0,13 -0,1669 -0,1397
Eicosane 32 -0,1484 0,414 0,2501 -0,0633 0,1042 0,2129 -0,1409 -0,1206
Esqualeno 56.20 -0,2192  0,2627 0,1479 -0,0902 0,1385 0,337 0,4014 0,4434
Vitamina E 62.85 -0,1263 0,289 0,1894 -0,2397 0,0761 0,2284 0,1155 0,0793
Stigmast o713 0,1462 0,5933 0,2949 0,1814 0,386 0,2341 -0,3148 -0,0956
Aromitico 22,00 0,3348  -0,3679 -0,3271 -0,0059 -0,199 -0,4554 -0,0533 -0,0049
Hidrocarboneto 3290 0,0077  -0,1457 0,116 0,0613 -0,0003 0,0975 -0,0825 -0,0731
Cetona 16,24 -0,3877  0,2684 0,4594 0,0903 0,3803 0,1008 0,1629 0,2522
Hidrocarboneto 49.24 -0,3539  0,2479 0,4506 -0,0738 0,3658 0,1595 -0,1494 0,0206
Alcool oL1e 0,0735  -0,0712 -0,0537 -0,2505 -0,1014 -0,2553 -0,0946 -0,244
Hidrocarboneto 5533 -0,103 0,2491 0,1729 -0,0637 0,134 0,0118 -0,1303 0,035

Hidrocarboneto 27,30 -0,0299  0,3574 0,2829 -0,0706 0,12 0,0637 -0,1612 -0,0517
Alcool o833 -0,2714  0,3282 0,2794 -0,0361 0,3497 0,0876 0,2774 0,2361
Aldeido 00,57 -0,3817 0,492 0,3939 -0,2017 0,2881 0,2454 -0,2096 -0,1822
Aldeido 05.07 -0,2094  0,3927 0,2068 -0,0755 0,1015 0,2333 -0,0131 -0,0453
Hidrocarboneto 7220 -0,0232  0,2507 0,0574 -0,119 -0,0025 -0,2027 -0,1379 -0,2562

Estes resultados supdem haver outras varidveis influenciando na composicdo quimica
das diferentes populagdes, dependentes de fatores como microclima, desenvolvimento da
planta, sombreamento, idade da folha, nivel nutricional do solo, dentre outros, os quais nao
foram considerados no presente estudo. A dificuldade de discriminacdo entre acessos, além da
baixa reprodutibilidade das andlises de metabodlitos secunddrios de diferentes locais €
discutida por Vieira et al. (2001), embora correlacdes entre agrupamentos quimicos e
genéticos tenham sido demonstrados em outras espécies (Skoula ez al., 1999; Echeverrigaray
et al., 2001). Mazzafera (1997), estudando a concentracdo de cafeina a 4cidos fendlicos na
infusdo de erva-mate (chimarrdo) de plantas de diferentes locais no RS, SC e PR, encontrou
variacOes entre 0,29 e 0,79 mg/mL de cafeina e 0,70 a 1,60 mg/mL de fendis soliveis, porém
sem haver agrupamento destes de acordo com as localidades. Diferengas nas concentracdes de

cafeina, teobromina e teofilina foram encontradas entre folhas jovens e folhas velhas e entre
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folhas de plantas em frutificacdo e sem frutificacdo, em Ilex paraguariensis (Mazzafera,
1994), mostrando variagdes na composi¢ao quimica mesmo em uma tnica planta.

Estes resultados levam a concluir que para a formagdo de uma cole¢do visando a
manutencdo de variabilidade da espécie, uma andlise de composi¢do quimica destas €&
insuficiente para garantir a variabilidade da espécie. Andlises genéticas, baseadas em
marcadores moleculares sdo necessdrios para a conservacdo da variabilidade de [Ilex
paraguariensis. Por outro lado, as diferengas quimicas encontradas entre as diferentes
populacdes sugerem que andlises quimicas podem ser usadas quando se buscam plantas com
determinadas caracteristicas quimicas para uso industrial, como, por exemplo, altos ou baixos
teores de cafeina, dependendo do mercado a que se destina. Desta forma pode-se pensar em
cultivos de erva-mate com caracteristicas especificas, porém nio se esquecendo que
condi¢des especificas do local de plantio poderdo ter influéncia nos resultados obtidos.

Cabe salientar que embora os resultados de composi¢do quimica sejam diferentes dos
resultados genéticos (Cansian ef al., 2003), a influéncia genética ndo pode ser descartada, uma
vez que os genes especificos para a produgdo destes metabodlitos analisados podem ndo ter
sido amostrados na andlise genética realizada, uma vez que os locos de amplificacdo de DNA

por RAPD sdo aleatdrios.
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6. IDENTIFICACAO DE POLINIZADORES NA PROGENIE DA
MATRIZ DE ERVA-MATE CAMBONA-4, USANDO MARCADORES
RAPD.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar a paternidade de uma progénie de
erva-mate da matriz Cambona-4 e quatro possiveis polinizadores (A,B,C e D). O mesmo visa
a producdo de mudas por sementes com a manutencdo das caracteristicas agrondmicas e
principalmente suavidade no sabor, inerentes a matriz Cambona-4. Para tanto, foram
utilizados marcadores RAPD identificando-se fragmentos presentes em apenas um dos
polinizadores e na progénie e, obrigatoriamente, ausentes nos demais polinizadores e na
matriz. Um minimo de seis fragmentos com estas caracteristicas foram usados para
determinacdo de cada paternidade. Obteve-se a confirmacdo de 83,3% de filhos oriundos do
cruzamento com o polinizador A, 11,9% com o polinizador B, 4,8% com o polinizador C.
Nenhuma planta da progénie confirmou ser filha do cruzamento com o polinizador D. De um
total de 107 progénies testadas, 23 ndo foram possiveis de determinar sua paternidade com os
primers utilizados. A determinacdo da paternidade preferencialmente pelo polinizador A
permitird o direcionamento de cruzamentos a fim de obter-se sementes e mudas com uma
variabilidade baixa e caracteristicas proximas a da matriz Cambona-4, uma vez que as plantas
da progénie confirmadas como Cambona-4/polinizador A apresentaram caracteristicas
préoximas a planta matriz, com 90% das plantas semelhantes quanto a cor da folha e 84%
quanto ao brilho da folha. Testes preliminares de degustacdo mostram que a caracteristica de
suavidade no sabor estd mantida nesta progénie, embora ensaios sensoriais estejam em fase de

programacao.

Palavras-chave: llex paraguariensis, erva-mate, RAPD, paternidade.
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ABSTRACT

Identification of pollinators in the lineage of Cambona-4 matrix of maté, using
RAPD markers. The present work objective to determine the paternity of a lineage of maté
of the Cambona-4 matrix and four possible pollinators (A, B, C and D). The same it aims at
the production of changes for seeds with the maintenance of the agronomic characteristics and
mainly smoothness in the flavor, inherent the Cambona-4 matrix. For in such way, fragments
gifts in only one of the pollinators and the lineage had been used RAPD markers identifying
itself, and obligatorily absent in the too much pollinators and the matrix. A minimum of six
fragments with these characteristics had been used for determination of each paternity. It was
gotten confirmation of 83,3% of deriving plants of the crossing with the pollinator A, 11,9%
with the pollinator B, and 4,8% with pollinator C. No plant of the lineage confirmed to be son
of the crossing with pollinator D. Of a total of 107 tested lineages, 23 had not been possible to
determine its paternity with primers used. The determination of the paternity preferential for
pollinator A will allow the aiming of crossings in order to get seeds and plants with a low
variability and characteristic similar to the Cambona-4, a time that the confirmed plants of the
lineage as Cambona-4/pollinator A had presented similar characteristics to the matrix, with
90% of the similar plants in relation to the color of leaf and 84% in relation to the brightness

of the leaf.

Key-words: llex paraguariensis, maté, RAPD, paternity.
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INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) ja era consumida pelos aborigenes da
América do Sul antes do processo de colonizacdo. A matéria-prima in natura, folhas e ramos
verdes, € beneficiada de diversas formas pela inddstria e comercializada como chds, p6
soluvel, esséncias e erva para chimarrdo e tereré. O chimarrdo € uma infusdo da erva seca e
triturada em 4gua quente, enquanto o tereré € preparado com &dgua fria (ANVISA, 2002).
Além destas aplicagdes busca-se ampliar a sua utilizacdo para outros produtos como bebidas,
cosméticos e produtos farmacolégicos.

A atividade ervateira e o consumo de erva-mate sdo muito difundidos no Paraguai,
Argentina e nos estados do Sul do Brasil. Nos dltimos anos, Estados Unidos, Alemanha e
Japao comecgaram a importar erva-mate numa taxa de 1000 toneladas por ano (Tormen, 1995).
A producdo de erva-mate apresenta-se em crescimento constante situando-se em
aproximadamente um milhdo e quatrocentas mil toneladas anuais, das quais 550 mil toneladas
sdo produzidas no Brasil. No aspecto social, destaca-se que, no Brasil, esta atividade esta
comumente associada aos cultivos em pequenas propriedades rurais, representando uma fonte
de trabalho e de geracdo de renda socialmente importantes, envolvendo aproximadamente 750
empresas, com mais de 700 mil empregos diretos e indiretos (Da Croce, 2000).

No inicio de sua explora¢do, a maior parte do mate produzido no Sul do Brasil,
provinha de ervais nativos. Paralelamente a queda de sua producdo, pela explotagdo continua
e avango da fronteiras agricola, houve um aumento na demanda do produto, tanto no mercado
interno como no externo. Desse modo, tornou-se pratica comum o plantio dessa espécie. O
plantio em dreas adensadas e a ndo selecdo de matrizes para a coleta de sementes, tém gerado
problemas para a industrializacdo da erva-mate como a intensificacdo do sabor amargo,
quando utilizado em infusdo. Este fato tem levado as industrias a preferirem a erva-mate
nativa, considerada menos amarga. O extrativismo atualmente freqiiente devido a esta
preferéncia, associado a técnicas errOneas de poda e manejo, pde em risco a conservacao in
situ da erva-mate. Para fazer frente a esta situagcdo, pesquisadores, produtores e industrias
tém-se unido na perspectiva do desenvolvimento de novos cultivares que atendam as
exigéncias do mercado.

Por ter fecundacdo cruzada, as plantas de erva-mate oriundas de sementes sempre
apresentam apenas 50% do gendtipo da planta matriz. Assim, para a manutengdo das

z

caracteristicas da matriz € necessdrio o uso de métodos de propagacdo vegetativa ou a
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conduc¢do de cruzamentos entre parentais selecionados visando a obtencdo de populagdes com
as caracteristicas desejadas.

Este trabalho teve por finalidade identificar os parentais polinizadores de uma
progénie da matriz de erva-mate Cambona-4 (llex paraguariensis St. Hil.) através de
marcadores moleculares RAPD. E interesse ressaltar que a matriz Cambona-4 possui
excelentes caracteristicas agrondmicas, alta produtividade e sabor suave. Plantios comerciais
oriundos desta planta ou de descendentes que mantenham as suas caracteristicas basicas

poderiam reduzir o impacto provocado pelo extrativismo.

MATERIAL E METODOS

Material bioldégico: Nesta pesquisa foram analisadas 107 plantas da progénie de Cambona-4,
a matriz Cambona-4 e quatro supostos machos fertilizadores (A,B,C e D) situados a menos de
25 metros da planta matriz. Cabe salientar que além destes, a planta polinizadora mais
proxima se encontra a mais de 200 metros. Para realizacdo do trabalho, folhas foram
coletadas, identificadas e transportadas em nitrogénio liquido, sendo a seguir armazenadas a -
80°C até a extracdo do DNA.

Extracio de DNA: Para o isolamento de DNA total de cada planta foi utilizado o método
descrito por Doyle e Doyle (1988) modificado para uso em erva-mate. O processo basico
consiste em: maceracdo de aproximadamentel50 mg de folhas em nitrogénio liquido; adi¢ao
de 750ul de tampao de extracdo (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH
8,0, 0,2% 2-Mercaptoetanol, 0,01% Proteinase K, 5mM Acido Ascérbico, 1% PVP);
manutengdo em banho-maria por 30 min. a 65°C; desproteinizacdo com 1 volume cloroférmio
- dlcool isoamilico (24:1) até limpeza total do DNA; precipitagdo com 2/3 volume de
isopropanol e lavagem com 200ul etanol 70%; ressuspensao em 150ul de TE (Trisma:EDTA
- 10:1); quantificagdo em espectrofotometro UV a 260nm e confirmacdo da integridade e
pureza em espectrofotometro UV a 280nm e em gel de agarose 0,8%.

Reacio de amplificacao de RAPD: Foi utilizada a reag¢do descrita por Williams et al. (1991),
com algumas modificagdes previamente testadas em erva-mate, com volume final de 25uL:
Tampao de rea¢do (50 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI), dNTPs (200mM de cada), 0,2 mM
de primer, 3 mM de MgCl,, 0,25 mM de TRITON e 1,5 U de Tag DNA polimerase Gibco
BRL (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e aproximadamente 40ng de DNA.
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Primers de RAPD: Foram utilizados os kits de primers da Operon Technologies Inc.
(Alameda, CA), OPA, OPB, OPF, OPH, OPY e OPW, com 20 primers decaméricos cada um,
visando identificar os que apresentam os melhores resultados em llex paraguariensis,
avaliando-se a quantidade de bandas produzidas, a intensidade destas e sua reprodutibilidade
para serem visualizadas as diferencas genéticas entre as plantas da progénie e identificar os
seus parentais polinizadores. A reprodutibilidade da andlise foi confirmada pelo padrao de
fragmentos obtidos com a matriz Cambona-4 e os fertilizadors (A,B,C e D), pois um mesmo
primer foi utilizado em seis diferentes géis para testar as progénies.

Amplificacdo de RAPD: A amplificacdo foi realizada em termociclador (modelo PTC 100,
MJ Research INC., Watertown, MA). O processo de amplificagdo foi baseado na seguinte
seqiiéncia: 3 min a 92°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Ap6és, 3 min
a 72°C e resfriamento a 4°C até a retirada das amostras.

Anadlise eletroforética dos fragmentos amplificados: A separacdo -eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampao TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido boérico
e 0,008M EDTA) em cuba de eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada com voltagem
constante de 90Volts. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA de fago Lambda
clivado com as enzimas de restricdo HindIIl e EcoRI. A visualizacdo dos fragmentos foi
realizada com brometo de etidio e a observacdo feita sob luz ultravioleta. Os géis foram
fotografados pelo sistema fotografico digital GEL-PRO (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD).

Analise dos dados: A identificacdo de plantas foi realizada através da determinacdo da
presenca ou auséncia de bandas sendo consideradas as bandas presentes em plantas da
progénie e em apenas um dos progenitores masculinos, devendo estar obrigatoriamente
ausentes nos demais progenitores masculinos e na planta matriz (Figura 1). As progénies
foram consideradas oriundas de um polinizador quando pelo menos seis fragmentos

caracteristicos deste estavam presentes nos perfis da progénie.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers selecionados para a identificacdo das progénies € o respectivo peso
molecular do fragmento analisado foram: OPA-18 350 bp), OPB-06(500 vp), OPF-06(950 vp), OPF-
08900 bp)» OPF-09830 bp), OPHO8400 vp), OPH-14(790 ppy € OPW-03(549 vpy com fragmento
identificador do polinizador A; OPA-10:2000 bp), OPB-17(1800 bp), OPF-07 (1150 tp), OPF-08860 bp)s
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OPW-18700 bp) € OPY-08250 vp) com fragmento identificador do polinizador B; OPF-021300 bp),
OPF-031050 bp), OPF-05880 bp), OPF-16(500 bp), OPW-17 249 vp) € OPW-18779 bp) com fragmento
identificador do polinizador C; OPF-07 200 bp), OPF-20(1200 vp), OPH-17320 vp), OPW-07(3840 bp),
OPW-13 1400 bp) € OPW-15(1550 bp) com fragmento identificador do polinizador D.
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Figura 1: Gel de agarose gerado por RAPD com o primer OPA-18, mostrando um fragmento
especifico do polinizador A, ausente nos demais progenitores e presente em diversas
progénies. (A, B, C e D = polinizadores; C4 = matriz Cambona-4; 50 a 71 = progénies; M =

marcador de peso molecular Lambda, clivado com Hind III e Eco RI).

De um total de 107 progénies analisadas foram confirmadas a paternidade de 84
individuos (78,5%) dos quais, 83,3% (70) foram identificados como filhos do polinizador A,
11,9% (10) do polinizador B e apenas 4,8% (4) do polinizador C. Nenhuma progénie foi
encontrada com bandas caracteristicas do polinizador D, o que indica que esta planta, apesar
de estar situada a somente 21 metros da matriz, ndo participou como polinizador (Figura 2).

As 23 progénies restantes (21,5%), apesar de apresentarem algumas bandas
caracteristicas de um ou outro parental, ndo tiveram confirmacdo para nenhum dos quatro
polinizadores préximos a matriz Cambona-4, o que pode ser tomado como indicativo de que
em determinadas situacdes pode ser necessdria a utilizacio de um maior nimero de

marcadores, ou de que polinizadores mais distantes também estdo envolvidos.
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Figura 2. Polinizadores da progénies da matriz Cambona-4 identificados através das andlises

de RAPD.

Considerando que as plantas polinizadoras A, B, C e D se encontram a 12, 15, 18 e 21
metros da matriz Cambona-4, 78,4% da progénie analisada teve origem de polinizadores a
uma distancia inferior a 18 metros, sendo que os demais 21,6% nao identificados podem ter
tido origem em plantas mais afastadas da matriz (pelo menos 200 metros).

A polinizacdo da erva-mate é basicamente entomofila, embora alguma transferéncia de
pdlen pelo vento ndo possa ser descartada (Ferreira et al., 1983). Os dados obtidos confirmam
as estimativas de fluxo de pdlen em populacdes de erva-mate realizadas por Wollheim e
Winge (1992), através de estudos de paternidade e usando padrdes de isoenzimas como
marcadores, que mostraram que 81% dos polens migraram de uma distancia inferior a 30
metros. Porém 3% dos gendtipos podem ter origem de plantas a uma distancia superior a 600
metros.

O estudo do fluxo génico em populagdes naturais permite obter informacdes sobre a
estrutura genética dessas populacdes e sobre os processos evolutivos atuantes (Winge, 1997).
Assim, pode-se estimar o raio médio de dispersdo da espécie e o nimero de gendtipos
diferentes que contribuem para a constituicdo genética da proxima geracao.

A determinacio da paternidade preferencialmente pelo polinizador A é um importante
resultado para o direcionamento de cruzamentos a fim de obter-se sementes e mudas com uma
variabilidade baixa e caracteristicas proximas a da matriz Cambona-4, uma vez que as plantas
da progénie confirmadas como Cambona-4/polinizador A apresentaram caracteristicas
proximas a planta matriz, sendo que 90% das plantas foram semelhantes quanto a cor da folha
e 84% quanto ao brilho da folha. Estudos de degustacdo para determinacdo das caracteristicas

organolépticas, e principalmente o amargor, estdo programados para um futuro préximo,
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ainda que testes preliminares mostrem que a caracteristica de suavidade no sabor esteja
mantida nesta progénie.

Resende et al, (1997) afirmam que a realizacdo de cruzamentos controlados
selecionando-se plantas machos e fémeas com base em testes de progénies e a avaliacao de
cruzamentos especificos visando o estabelecimento de pomares biclonais, € uma importante
estratégia de ganho genético em erva-mate em funcdo de sua dioicia. Porém, como as
pesquisas com melhoramento genético em erva-mate sdo recentes € com um pequeno volume
de trabalhos gerados (Resende et al., 1993), o uso de elaborados e onerosos delineamentos de
cruzamento ainda ndo oferece grandes vantagens nesta espécie.

Neste sentido, a selecdo de matrizes, mesmo que com base em informagdes empiricas
como no caso da Cambona-4, e estudo de sua progénie, tornam-se interessantes para fixar
caracteristicas desejaveis em uma populacao.

O presente trabalho se vincula ao projeto da APROMATE - Associacdo dos
Produtores de Erva-Mate de Machadinho — RS, que através de 80 pequenos produtores,
implantard no periodo 2002/2004, um sistema agroflorestal de erva mate organica, destinada
prioritariamente ao mercado externo, com uso exclusivo de mudas oriundas da matriz
Cambona-4, que consiste em material genético selecionado naquele municipio.

O relatério de impacto ambiental, da Barragem de Machadinho-RS evidenciou que se
deve plantar 1,5 milhdes de mudas de arvores, compensatério do que foi inundado pela
barragem. A Secretaria do Meio Ambiente (RS), que fiscaliza a reposi¢do, autorizou o
repovoamento da erva-mate a partir da progénie da matriz Cambona-4 em uma area de 105
hectares (Bertoletti, 1997, Corréa 2001). Na faixa ciliar do lago estdo sendo plantadas 376.000
mudas de arvores nativas (74 espécies encontradas na regido, das quais 30 sdo 4rvores
frutiferas). O reflorestamento com erva-mate, contemplando 279.930 plantas, na regido
adjacente a faixa ciliar, correspondem a 74% do nimero de plantas desta dltima, o que €

bastante expressivo.
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7. DISCUSSOES GERAIS

Com o objetivo de determinar a base genética de Ilex paraguariensis visando a
implantacdo de programas de conservacdo de recursos genéticos, desenvolveram-se estudos
da variabilidade genética intra e interpopulacional em trés populagdes proximas
geograficamente, diversidade genética entre populagdes nativas de toda a regido de ocorréncia
no Brasil, variacdo na composi¢ao quimica de extratos destas populacdes e identificacdo de
polinizadores na progénie de uma matriz de erva-mate chamada Cambona-4, contribuindo
para o desenvolvimento de uma cultivar de erva-mate que possa minimizar o impacto sobre
ervais nativos.

Embora a existéncia de acentuada variabilidade morfolégica seja descrita por varios
autores, o polimorfismo genético, avaliado por marcadores moleculares baseados em RAPD,
variou entre 24,9 e 36% e a similaridade, calculada pelo coeficiente de Jaccard (Sj), entre 0,76
e 0,98, no estudo intrapopulacional. Estes resultados mostram uma baixa diversidade genética
quando comparada com outros estudos em erva-mate e com outras espécies arboreas didicas.
Esta divergéncia pode ser parcialmente explicada pela forma de amostragem das populagdes,
onde cada populacdo foi coletada de um tunico fragmento de mata com distancia igual ou
superior a vinte metros entre cada planta, diferentemente da forma de amostragem nos outros
trabalhos com erva-mate. Foi utilizada esta metodologia por considerar-se que um grupo de
plantas para ser considerada uma populagdo, necessita apresentar intercruzamentos.

Considerando-se a freqiiéncia alélica, os resultados indicam que as plantas amostradas
em cada uma das populacdes apresentam fluxo gé€nico entre elas, ainda que com muitos alelos
em freqiiéncias distintas. Observou-se também que a variancia intrapopulacional € superior a
variancia interpopulacional, resultado este que concorda com os resultados obtidos por outros
pesquisadores em erva-mate. Ainda assim, tanto a andlise de agrupamentos como a andlise de
coordenadas principais permitiu separar claramente as trés populagdes.

Para estudar a diversidade genética da erva-mate do Brasil, foram usadas vinte
populacdes nativas de I. paraguariensis, oriundas de diferentes Estados, abrangendo toda a

area de ocorréncia da espécie no Brasil, e representou-se cada populagdo com 30 plantas
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agrupadas em trés bulks de 10 plantas, visando minimizar o efeito da variabilidade
intrapopulacional.

Neste estudo observou-se um polimorfismo de 26,11% e Sy entre 0,845 e 0,972. Estes
resultados confirmam a baixa diversidade genética de I. paraguariensis quando comparado
com outras espécies arboreas e didicas. Uma possibilidade para o entendimento deste
resultado € a expansdo relativamente recente da floresta de araucdria para a atual regido de
ocorréncia. Como 1. paraguariensis ocorre associada a esta floresta, possivelmente tenha
havido um estreitamento da base genética desta espécie, onde somente gendtipos mais
adaptados as condi¢des climaticas da época tenham sido favorecidos no processo de expansao
da espécie para a regido Sul do Brasil. Outra possibilidade levantada € que por ser de
ocorréncia recente nas atuais areas, esta espécie tenha tido menor quantidade de cruzamentos,
diminuindo a variabilidade genética.

Um agrupamento dos diferentes locais de coleta, levando em consideracio diferencas
ambientais, foi comparado ao agrupamento genético obtido por RAPD, observando-se que em
ambos os dendrogramas, a populagdo de Ponta Porad forma um grupo independente. Porém as
demais populagdes nido agrupam-se similarmente nos dois dendrogramas. Estes resultados
indicam que as diferengas ambientais analisadas ndo sdo suficientes para explicar as
diferengas genéticas encontradas.

Estes resultados levam a concluir que andlises genéticas, baseadas em marcadores
moleculares sdo necessarios para a conservacdo da variabilidade de Ilex paraguariensis. Por
outro lado, os resultados mostraram que a base genética de Ilex paraguariensis &
relativamente estreita, colocando-a como uma espécie potencialmente em risco de extingao,
caso a exploracdo de ervais nativos permaneca no ritmo atual. Neste sentido, impde-se a
necessidade de conservacao de um maximo possivel de fragmentos de mata com presenca de
erva-mate nativa para manutencao da variabilidade in situ, ou a coleta de um grande niimero
de populacgdes definidas por critérios genéticos, para a formacdo de bancos de germoplasma
ex situ.

As populagdes de I. paraguariensis foram também comparadas com duas outras
espécies do mesmo género, I. dumosa e I. theezans. Foi encontrado um alto polimorfismo
entre as espécies, permitindo sua total separacdo, além da ocorréncia de fragmentos
especificos para as trés espécies analisadas, indicando a possibilidade de construcdo de
primers de PCR especificos, os quais poderiam ser utilizados para identificacdo desta espécie,
como ja realizado em outras espécies e eventualmente testagem da presenca de plantas

adulterantes no produto chimarrao.
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Utilizando as mesmas plantas de erva-mate coletadas para o estudo genético, analisou-
se a variagdo em compostos voldteis e semi-volateis de extratos obtidos por CO, supercritico.
As anélises cromatograficas permitiram selecionar 7 compostos identificados com padrdes e
outros 11 compostos identificados pela biblioteca do sistema CG/EM.

As diferencas entre as médias de concentragdo de cada composto sugerem haver baixa
variacdo quimica entre as populagdes para a maioria dos compostos analisados, porém o alto
desvio padrdo entre as repeticdes pode estar influenciando esta tendéncia, além de sugerir a
existéncia de uma expressiva variacdao dentro de cada populagao.

O agrupamento das populacdes pelas diferencas quimicas entre estas para os
compostos analisados, permitiu separar todas as populagdes mostrando uma maior
similaridade entre as repeticdes de cada populagdo. Entretanto, este agrupamento difere do
agrupamento ambiental dos diferentes locais de coleta, com baixa correlagdo entre os
compostos quimicos e as caracteristicas ambientais, e do agrupamento genético, obtido com o
mesmo material. Estes resultados supdem haver outras varidveis como microclima,
desenvolvimento da planta, idade da folha, nivel nutricional do solo, entre outras,
influenciando na composi¢do quimica das diferentes populacdes. Entretanto, a influéncia
genética ndo pode ser descartada, uma vez que os genes especificos para a produgdo destes
metabolitos analisados podem nio ter sido amostrados na anélise genética realizada, pois os
locos de amplificacdo de DNA por RAPD sdo aleatérios.

As diferencas quimicas encontradas entre as diferentes populacdes sugerem que
andlises quimicas podem ser usadas quando se buscam plantas com determinadas
caracteristicas quimicas para uso industrial como, por exemplo, altos ou baixos teores de
cafeina, dependendo do mercado a que se destina, ndo se esquecendo que condic¢oes
especificas do local de plantio poderdo ter influéncia nos resultados obtidos.

Para a formagdo de uma colecdo visando a manuten¢do da variabilidade da espécie,
uma andlise de composicao quimica destas € insuficiente, sendo necessario andlises genéticas.
Entretanto, andlises da composi¢cdo quimica podem ser uteis para a inclusdo de gendtipos
superiores para determinados compostos de interesse nestas colecoes.

A baixa variabilidade encontrada em erva-mate aumenta o risco de extin¢do desta
espécie, tornando-se urgente a manutencdo de um maximo possivel de fragmentos de mata
com presenca de I. paraguariensis para a conservagao in sifu € a coleta de materiais baseados
em andlises genéticas, além da distribuicdo geogréfica, para a conservacdo em bancos de

germoplasma ex situ.
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Por outro lado, a intensificacdo do extrativismo, pois segundo os industriais este
material gera um chimarrdo menos amargo, associado a técnicas erroneas de poda e manejo,
estd colocando em risco a conservagdo in situ desta espécie. O desenvolvimento de uma
cultivar de erva-mate que mantenha as caracteristicas de suavidade no sabor, sem detrimento
a outras caracteristicas agrondmicas torna-se bastante interessante, tanto para as industrias que
podem conduzir cultivos, aumentando a produtividade e reduzindo a mao-de-obra, quanto
para a conservacgao desta espécie, pela reducao da pressdo sobre ervais nativos.

Assim, numa parceria entre Embrapa Florestas, Associacdo dos Produtores de Erva-
mate de Machadinho-RS (APROMATE) e URI, desenvolveu-se um trabalho de identificacao
dos machos fertilizadores parentais de uma progénie de erva-mate denominada Cambona-4, a
qual associa caracteristicas agronOmicas interessantes e suavidade no sabor.

Utilizando-se pelo menos seis fragmentos presentes em apenas um dos polinizadores para
identificacdo da paternidade da progénie, foi possivel confirmar a paternidade de 84 individuos
dos 107 testados, sendo 83,3% filhos do polinizador A, 11,9% filhos do polinizador B e apenas
4,8% filhos do polinizador C. Observou-se que 78,4% da progénie teve origem de polinizadores a
uma distancia inferior a 18 metros, enquanto que 21,6% tiveram origem de polinizadores a mais
de 200 metros. A determinacdo da paternidade preferencialmente pelo polinizador A estd
permitindo direcionar os cruzamentos obtendo-se sementes e mudas com uma variabilidade baixa
e caracteristicas proximas a da matriz Cambona-4, uma vez que as caracteristicas da progénie
estudada sdo semelhantes as da matriz.

Estes resultados ja estdo sendo utilizados pela APROMATE para um plantio de erva-
mate organica em 80 produtores associados, usando progénies do cruzamento entre Cambona-
4 e o polinizador A.

Além disso, o relatério de impacto ambiental da Barragem de Machadinho-RS
evidenciou a necessidade de se plantar 1,5 milhdes de mudas de arvores, compensatério do
que foi inundado pela barragem. A Secretaria do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul
autorizou o repovoamento com erva-mate da progénie de Cambona-4 em 105 hectares na
regido adjacente a faixa ciliar, perfazendo 74% do numero total de &4rvores a serem
implantadas.

Espera-se que iniciativas como esta, usando outras matrizes identificadas em
diferentes locais e com caracteristicas de interesse mercadolégico, possam ser transformadas
em plantios que déem as industrias produtos com identidade prépria, diferenciando-os no
mercado e reduzindo assim o impacto causado pelo extrativismo, colaborando para a

manutencao da espécie in situ.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
1. Marcadores moleculares RAPD sdo eficientes para a identificacdo de paternidade e
avaliacdo de diversidade dentro e entre populagdes de llex paraguariensis, € entre

espécies de llex.

2. A variabilidade genética avaliada por RAPD em [I. paraguariensis € inferior a

variabilidade de outras espécies arboreas didicas.

3. A variabilidade intrapopulacional é maior que a variabilidade interpopulacional.

4. Existe fluxo génico entre populagdes proximas geograficamente, mas também alelos

caracteristicos de cada populagdo, o que permite individualizé-las.

5. As diferencas ambientais consideradas ndo foram suficientes para explicar as

diferencas genéticas e quimicas encontradas entre as populacgoes.

6. A populacdo de Ponta Pora, MS, separada geograficamente das demais, configurou-se

como um grupo geneticamente distinto.
7. Usando-se marcadores RAPD pode-se obter fragmentos espécie especificos em Ilex,

permitindo a utilizacdo desta técnica na identificacdo de espécies e controle de

qualidade.
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8. As diferencas dos compostos voldteis e semi-voldteis analisados entre as populacdes
permitiu a separacao destas, o que deve permitir a inclusdo de populacdes ou matrizes
superiores para determinados compostos em bancos de germoplasma e programas de

melhoramento.

9. Para a conservagdo desta espécie em bancos de germoplasma ex sifu a coleta de

materiais deve ser baseada em andlises genéticas, além da distribui¢do geografica.
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