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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 produg¢do 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
determinagdo de cada paternidade. Obteve-se a confirmagao 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
permitira 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, 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.
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IDENTIFICATION OF POLLINATORS IN THE LINEAGE OF CAMBONA-4
MATRIX OF MATE, USING RAPD MARKERS.

ABSTRACT

The present work objective to determine the paternity of a linecage 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
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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.
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INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) j& era consumida pelos aborigenes da
América do Sul antes do processo de colonizagdo. A matéria-prima in natura, folhas e ramos
verdes, ¢ beneficiada de diversas formas pela industria e comercializada como chas, pé
soluvel, esséncias e erva para chimarrdo e tereré. O chimarrdo ¢ uma infusdo da erva seca e
triturada em agua quente, enquanto o tereré ¢ preparado com agua fria (ANVISA, 2002).
Além destas aplicagdes busca-se ampliar a sua utilizagdo para outros produtos como bebidas,
cosméticos e produtos farmacologicos.

A atividade ervateira e o consumo de erva-mate sdo muito difundidos no Paraguai,
Argentina e nos estados do Sul do Brasil. Nos tltimos anos, Estados Unidos, Alemanha e
Japao comegaram 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 exploracdo, a maior parte do mate produzido no Sul do Brasil,
provinha de ervais nativos. Paralelamente a queda de sua produgdo, pela explotagdo continua
e avanco 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 areas adensadas e a ndo sele¢do 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 freqliente devido a esta
preferéncia, associado a técnicas erroneas de poda e manejo, pde em risco a conservagao in
situ da erva-mate. Para fazer frente a esta situacdo, pesquisadores, produtores e industrias
tém-se unido na perspectiva do desenvolvimento de novos cultivares que atendam as
exigéncias do mercado.

Por ter fecundagdo cruzada, as plantas de erva-mate oriundas de sementes sempre
apresentam apenas 50% do genétipo da planta matriz. Assim, para a manuten¢do das
caracteristicas da matriz ¢ necessario o uso de métodos de propagacdo vegetativa ou a
condugdo de cruzamentos entre parentais selecionados visando a obten¢do 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 biolégico: 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 extragao do DNA.

Extracao 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: maceragdo 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 Ascorbico, 1% PVP);
manutengdo em banho-maria por 30 min. a 65°C; desproteinizagao com 1 volume cloroféormio
- alcool isoamilico (24:1) até limpeza total do DNA; precipitagdo com 2/3 volume de
isopropanol e lavagem com 200ul etanol 70%; ressuspensdao em 150ul de TE (Trisma:EDTA
- 10:1); quantificacdo em espectrofotometro UV a 260nm e confirmacdo da integridade e
pureza em espectrofotdmetro UV a 280nm ¢ em gel de agarose 0,8%.

Reacio de amplificacido de RAPD: Foi utilizada a reagdo descrita por Williams et al. (1991),
com algumas modificagdes previamente testadas em erva-mate, com volume final de 25uL:
Tampao de reagao (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, Brasil) e aproximadamente 40ng de DNA.

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 Ilex 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 analise 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 amplifica¢do foi realizada em termociclador (modelo PTC 100,
MJ Research INC., Watertown, MA). O processo de amplificacao 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. Apds, 3 min
a 72°C e resfriamento a 4°C até a retirada das amostras.

Anadlise eletroforética dos fragmentos amplificados: A separagdo eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampao TBE 1X (0,089M Trisma, 0,089M Acido borico
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 restrigdo HindIIl e EcoRI. A visualizagdo dos fragmentos foi
realizada com brometo de etidio e a observagdo feita sob luz ultravioleta. Os géis foram
fotografados pelo sistema fotografico digital GEL-PRO (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD).

Andlise 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 identificagdo das progénies e o respectivo peso
molecular do fragmento analisado foram: OPA-18 350 bp), OPB-06(500 vp), OPF-06(950 vp), OPF-
08(900 bp)» OPF—09(830 bp)» OPH08(400 bp)» OPH—14(790 bp) € OPW—03(540 bp) COM fragmento
identificador do polinizador A; OPA-10(2000 bp)s OPB-17(1800 bp)s OPF-O7(1150 bp)s OPF-08(360 bp)s
OPW-18700 vbp) € OPY-08250 bp) com fragmento identificador do polinizador B; OPF-02 (1300 bp),
OPF-O3(1()5() bp)s OPF-OS(gg() bp)s OPF-16(500 bp)» OPW-17(240 bp) € OPW-18(770 bp) com fragmento
identificador do pOlil’liZ&dOI‘ C; OPF—07(2()0 bp)s OPF—20(1200 bp)s OPH—17(32() bp)» OPW—O7(840 bp)»
OPW-13 (1400 bp) € OPW-15(1550 bp) com fragmento identificador do polinizador D.

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 ¢ Eco RI).
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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 confirmag¢do para nenhum dos quatro
polinizadores préximos a matriz Cambona-4, o que pode ser tomado como indicativo de que
em determinadas situacdes pode ser necessaria a utilizacdo de um maior nimero de
marcadores, ou de que polinizadores mais distantes também estdao envolvidos.



Figura 2. Polinizadores da progénies da matriz Cambona-4 identificados através das analises
de RAPD.
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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% ndo identificados podem ter
tido origem em plantas mais afastadas da matriz (pelo menos 200 metros).

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

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

A determinacdo da paternidade preferencialmente pelo polinizador A é um importante
resultado para o direcionamento de cruzamentos a fim de obter-se sementes € 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 degustagdo para determinacdo das caracteristicas
organolépticas, e principalmente o amargor, estdo programados para um futuro préximo,
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 avaliagdo de
cruzamentos especificos visando o estabelecimento de pomares biclonais, ¢ uma importante
estratégia de ganho genético em erva-mate em fun¢do 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 populagao.



O presente trabalho se vincula ao projeto da APROMATE — Associacdo dos
Produtores de Erva-Mate de Machadinho — RS, que através de 80 pequenos produtores,
implantara 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 relatdrio 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 s3o arvores
frutiferas). O reflorestamento com erva-mate, contemplando 279.930 plantas, na regido
adjacente a faixa ciliar, correspondem a 74% do numero de plantas desta ultima, o que ¢
bastante expressivo.
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