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RESUMO

SUDRE, Claudia Pombo; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Dezembro, 2009; Recursos genéticos de fava-d’anta:
caracterizagdo morfolégica e molecular, e conservagdo in vitro de acessos
coletados em diferentes regides brasileiras. Orientadora: Rosana Rodrigues;
Conselheiros: Telma Nair Santana Pereira e Antonio Teixeira do Amaral Janior.

A fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth. e D. gardneriana Tul.) € uma
planta medicinal com alto valor comercial, sendo responsavel por 50% da
producdo mundial de rutina, além de fornecer matéria-prima para extracdo de
outros metabdlitos secundarios. O extrativismo, a falta de protecdo de habitats e a
propensdo a incéndios constituem os fatores de maior risco de erosdo genética
deste género. Portanto, este requer acglOes voltadas para conservacado da
variabilidade genética. O presente estudo teve como objetivos: coletar,
caracterizar e estimar a divergéncia fenotipica entre acessos de Dimorphandra
spp. provenientes de diferentes localidades do Brasil com base em descritores de
frutos; implantar uma colecéo ex situ de germoplasma de Dimorphandra spp. por
meio de manutencdo de individuos no campo e via sementes; estabelecer uma
lista de descritores minimos para caracterizacdo morfolégica dos acessos;
caracterizar morfologicamente 0s acessos em sua fase vegetativa; estimar a
divergéncia genética entre 0os acessos com base nos descritores propostos;
estudar a variabilidade entre os acessos de Dimorphandra spp. por meio de
marcadores moleculares RAPD, e definir protocolos para a germinacdo de

sementes in vitro e micropropagagdo. O numero de plantas amostradas,

vii



aproximadamente cinco individuos por acesso, foi eficiente para caracterizar e
estudar a divergéncia fenotipica dos acessos trabalhados. Contudo, para a
conservacdo do germoplasma, sdo necessarias mais coletas nas respectivas
areas para aumentar o numero efetivo populacional e garantir, com maior
precisdo, que ocorra 0 minimo de erosdo genética. Detectou-se variabilidade
fenotipica entre os acessos estudados com base em descritores morfologicos de
fruto e a formacéo dos grupos foi concordante com a origem e a espécie. Um
banco ex situ de germoplasma foi implantado no campo com 123 individuos
representando trés espécies de Dimorphandra. Sementes desses acessos estao
sendo mantidas em condi¢Oes de baixa temperatura e umidade. Os 26 descritores
propostos foram eficientes na discriminacao dos acessos. As caracterizagcdes com
base em descritores quantitativos de parte vegetativa e marcadores moleculares
RAPD demonstraram que ha variabilidade entre os acessos estudados. Ambos
foram eficientes na discriminacdo das espécies pelo método de agrupamento
UPGMA. Para os ensaios com germinacao in vitro, definiu-se que o tempo de 48
h de embebicdo com agua desionizada estéril, foi suficiente para retirada de
embrides integros. O tempo de desinfestacdo da semente com hipoclorito de
sédio a 0,5 % por 15 minutos foi 0 mais eficiente. Ja a desinfestagcdo do embrido
com cotilédone teve melhor resultado quando feita na concentracéo de 0,2 % de
hipoclorito de sodio por 10 minutos. Quanto ao meio, 0 agar-agua foi o mais
eficiente para germinacéo in vitro de D. wilsonii Rizz. Apds a germinacdo dos
embrides, nos meios de cultura WPM, a adi¢do de sacarose permitiu a producéo
de plantas mais verdes e com maior numero de raizes secundarias. Para o0s
ensaios utilizando micropropagacdo, constatou-se que 0S segmentos nodais
podem ser utilizados para multiplicacdo in vitro de germoplasma de D. mollis e de

D. wilsonii.

viii



ABSTRACT

SUDRE, Claudia Pombo, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, December, 2009; Genetic resources of tapir fruit (fava-d'anta):
morphological and molecular characterization and in vitro conservation of
accessions collected in different regions of Brazil. Advisor: Rosana Rodrigues;
Committee members: Telma Nair Santana Pereira and Antonio Teixeira do Amaral
Juanior.

The tapir fruit (D. mollis Benth. and D. gardneriana Tul.) is a medicinal plant with
high commercial value, accounting for 50% of world production of rutin, and
provides raw material for extraction of other secondary metabolites. The
extraction, lack of protection of habitats and prone to fires are the factors of
greatest risk of genetic erosion of this genus. This requires actions for
conservation of genetic variability. This study aimed to collect, characterize and
estimate the phenotypic divergence among Dimorphandra spp. accessions from
different regions of Brazil based on descriptors of fruit; to establish an ex situ
Dimorphandra spp. germplasm collection, maintaining individuals under field
conditions and seeds stored in cold chambers; to establish a minimum list of
descriptors for morphological areas; to characterize the accessions in their
vegetative stage using morphological descriptors and to estimate the genetic
divergence; to determine the variability among Dimorphandra spp. accessions by
RAPD markers; to define protocols for seed germination and in vitro
micropropagation. The number of plants sampled was efficient to characterize and

to study the phenotypic divergence among the collected accessions. However, for



germplasm conservation, more collection expeditions in order to obtain more
samples are needed to increase the effective population number and to ensure an
adequate accuracy to assure the occurrence of minimal genetic erosion.
Phenotypic variability among accessions was detected. Correspondence between
geographic region and species was observed in cluster analysis meaning that
accessions from different regions and from different species were perfectly
separated into different groups. An ex situ gene bank was established with 123
individuals representing three Dimorphandra species. Seeds of these accessions
are being conserved in low temperature and humidity. The 26 descriptors
proposed were efficient in accessions discrimination. Characterizations based on
plant quantitative descriptors and molecular markers showed that there is
variability among the accessions studied. Both were effective in discrimination of
species by the clustering method UPGMA. For in vitro germination assays, it was
observed 48 h of soaking in sterile deionised water was sufficient for removal of
intact embryos. Seed desinfestation technique was more efficient when used
sodium hypochlorite 0.5% for 15 minutes. Nevertheless, for embryo with cotyledon
desinfestation more efficiency was noticed when a concentration of 0.2% sodium
hypochlorite for 10 minutes was used. Considering the culture medium, the agar-
water was the most efficient for D. wilsonii in vitro germination. After embryos
germination in culture medium, the sucrose addition produced plants with more
intensity of green color and with greater number of secondary roots. For tests
using micropropagation, nodal segments can be used for in vitro multiplication of

germplasm D. mollis and D. wilsonii.



1. INTRODUCAO

A fava-d’'anta (Dimorphandra spp.) € uma espécie nativa do cerrado, cujo
fruto € importante fornecedor de rutina para o mercado mundial de produtos
farmacéuticos e cosmeéticos (Souza, 1991; ABIQUIF, 2009).

Embora a rutina seja encontrada no mesocarpo, todo o fruto, incluindo-se
as sementes, € coletado e enviado as industrias. Os frutos sdo coletados por
moradores da zona rural, como uma alternativa para aumentar a renda das
familias (Macedo et al., 2004). Cerca de 10 kg de fava seca sado necessarios para
produzir 1 kg de rutina (Gomes, 1998).

Um aspecto importante que envolve o cultivo de uma planta medicinal é o
estudo da preservacdo da biodiversidade, de modo a evitar a extingdo de uma
espécie em seu ambiente de ocorréncia. A exploracao direta de plantas de uso
medicinal da flora nativa, por meio da extracdo direta nos ecossistemas tropicais,
tem levado a reducéo drastica das populagbes naturais de inUmeras espécies,
colocando em risco a flora medicinal (Castro et al., 2001). A demanda por plantas
medicinais nativas do Brasil tende a aumentar com as descobertas de
substancias que ndo podem ser obtidas sinteticamente. Esse é o caso da fava-
d’anta, cujas vagens possuem alto teor dos flavonoides, rutina e quercetina, e 0
acucar ramnose, utilizados em grande escala pela industria farmacéutica. A
rutina, o flavonoide mais importante, que tem atividade vitaminica P, diminui a
permeabilidade dos globulos vermelhos, protege a vitamina C contra a oxidacao e

normaliza a resisténcia e a permeabilidade das paredes dos vasos capilares



(Mendes et al., 2005). Outra atividade atribuida a fava-d’anta trata-se da sua acao
anti-inflamatéria, podendo também ser usada como agente terapéutico, no
tratamento de doencas, que envolvem radicais livres (Filho et al., 2001).

A exploracédo da fava-d’anta pela industria farmacéutica tem ocasionado
um extrativismo predatério em alta escala, sendo necessérias medidas para a
conservacdo da espécie, que pode ser extinta em longo prazo (Mendes et al.,
2005).

Os objetivos deste trabalho foram coletar, caracterizar, com base em
marcadores RAPD e descritores morfolégicos, quantificar a divergéncia genética
entre acessos de trés espécies de Dimorphandra e estabelecer protocolo de

cultivo in vitro para trés espécies do género.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Botanica e ocorréncia

O género Dimorphandra literalmente possui “duas formas de androceu: di-
morpho-andro”, nas quais as flores sédo hermafroditas com gineceu, cinco anteras
e cinco estaminoides, que sdo afuncionais (Figura 1). As flores sdo sésseis e
distribuidas em inflorescéncias. No IPNI (The International Plant Names Index),
estdo registradas 43 espécies do género Dimorphandra. Dentre estas, a espécie
arborea D. mollis Benth. € a de maior importancia medicinal, seguida por D.
gardneriana Tull. e, potencialmente, D. wilsonii Rizz. As espécies do género
Dimorphandra estéo distribuidas desde o Norte da América do Sul até o Sudeste
do Brasil Central (Goncalves, 2007).



Figura 1. Flores sésseis, hermafroditas, com cinco estames e cinco estaminoides
de Dimorphandra mollis Benth. Foto cedida por Valdir Dala Marta.

2.1.1. Dimorphandra mollis Benth.

A espécie Dimorphandra mollis Benth., conhecida pelos nomes de fava-
d’anta, favela, faveiro, falso barbatiméo e farinha (Lorenzi, 2002), foi classificada
em 1840 por George Bentham (IPNI, 2007). A principio, foi classificada como
pertencente a familia Leguminosae e, apdés a nova classificacdo desta familia,
véarias formas de citacdo s&o encontradas na literatura: familia Fabaceae
(Goncalves, 2007); Fabaceae subfamilia caesalpinioideae (Moreira-Coneglian et
al., 2006; De Paula et al., 2006; Costa et al., 2007; Doéres, 2008; Herbario do 1AC);
Fabaceae/mimosoideae (Oliveira et al., 2006; Paula et al. 2006; Lorenzi, 2002);
Caesalpinaceae (Chaves e Usberti, 2003); Mimosaceae (EMBRAPA, 2007) e
Leguminosae (Paula et al., 2006). A classificagdo mais usual e coerente é a de

familia Fabaceae e subfamilia caesalpinioideae.

Segundo Doyle e Luckow (2003), ha membros da subfamilia mimosoidae
com distancias genéticas muito proximas do género Dimorphandra, considerada
caesalpinioideae. Provavelmente, essa proximidade seja responsavel pela
insercéo deste género ora na subfamilia Caesalpinioideae e ora na Mimosoideae
na literatura.



A fava-d’anta (D. mollis) caracteriza-se por ter porte pequeno a mediano,
atingindo até 15 m de altura. O caule € tortuoso, caracteristico de cerrado. Possui
folnas grandes, compostas, bipinadas e cartaceas, com foliolos alternos ou
subopostos (Lorenzi, 2002), cujos foliélulos sdo pubescentes em ambas as faces,
a epiderme é provida de tricomas glandulares e tectores, além de papilas (Dores,
2007).

Possui inflorescéncia terminal em espigas de cor creme-amarelada. As
flores sdo hermafroditas. Os frutos sdo legumes (vagens), oblongos, carnosos,
achatados, semideiscentes a indeiscentes, de coloragdo marrom escura, com
mesocarpo farindceo adocicado, de comprimento entre 10 e 15 cm, com 3 a 4 cm
de largura, que produzem, cada um, de 10 a 13 sementes alongadas e
avermelhadas (Lorenzi, 2002).

As sementes possuem dorméncia tegumentar, necessitando de
escarificacdo. Silva et al. (2005) escarificaram sementes de fava-d’anta com &cido
sulfarico por trés horas e obtiveram 100% de germinacdo; nas sementes nao
escarificadas, ndo houve germinacéao. Outra forma de quebrar a dorméncia € por
escarificagdo mecéanica. Segundo Chaves e Usberti (2003), as sementes séo
ortodoxas, portanto, sao passiveis de serem armazenadas, permitindo a
manutencao do germoplasma ex situ. Faria et al. (2005) reforcam essa afirmativa
com o estudo sobre a germinabilidade e o vigor fisiologico de sementes de fava-
d’anta, armazenadas em sacos de papel pardo, em condi¢coes de temperatura e
umidade ambientais. Apds 15 meses de avaliacdo, os autores concluiram que nao
houve alteracdo nos niveis de germinacgao e vigor.

No Brasil, hd relatos da ocorréncia da espécie D. mollis Benth. nos
estados do Amazonas, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Piaui, Sdo Paulo, Tocantins, Ceara e Distrito Federal, principalmente em
cerrados e caatingas (Figura 2). Sao encontradas em solos argilosos ou arenosos

e em altitudes que variam entre 500 m e 1.700 m (Almeida, 1998).
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Figura 2. Distribuicdo geografica de 38 relatos de ocorréncia de faveira
(Dimorphandra mollis Benth.) (Oliveira et al., 2008).

2.1.2. Dimorphandra gardneriana Tul.

A espécie D. gardneriana Tul. possui caracteristicas de porte e producao
de flavonoides similares a D. mollis Benth. Uma das diferencas marcantes entre
essas espeécies € que os folidlulos sdo glabros na parte adaxial. Esta espécie
ocorre em Maranh&o, Bahia e Goias (Déres, 2007). Segundo informacéo pessoal
(Fernandes, 2009), esta espécie também ocorre nos estados do Par3,

Pernambuco, Mato Grosso e Minas Gerais.

2.1.3. Dimorphandra wilsonii Rizz.

A D. wilsonii Rizz., espécie endémica do estado de Minas Gerais, consta
na Red List of Threatened Plants da IUCN (International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources) na categoria “criticamente em perigo”, e esta
atualmente com menos de 50 individuos adultos na natureza, localizados em
areas particulares nos municipios de Paraopeba, Pequi, Lagoa Santa e Sete
Lagoas., todos localizados no estado de Minas Gerais (Souza et al., 2009).



Ha indicios de que as populacdes existentes possuam certo grau de
endogamia. Fernandes et al. (2007), ao estudarem a fenologia das populacdes
conhecidas até 2007, constituidas por apenas 11 individuos adultos, observaram
que, entre as populacdes, ndo houve uma sincronia perfeita das fenofases, além
de observarem a ocorréncia de 10% de plantas albinas ao realizarem a
multiplicacdo das progénies desses individuos. Os autores, em testes
preliminares, obtiveram valores altos de rutina por fruto, préximos a 30%, sendo
potencialmente uma boa fonte desse flavonoide.

Os frutos e, consequentemente, as sementes sdo bem maiores do que 0s
de D. mollis e D. gardneriana. Estudo sobre a biometria de frutos de D. mollis e D.
wilsonii mostra valores maximos de massa de matéria fresca de 22,5 ge 47,2 g
para D. mollis e D. wilsonii, respectivamente (Freitas et al., 2009). Outro fato
discrepante € a altura das plantas, com a D. wilsonii chegando a 20 m de altura,

enquanto a D. mollis a 14 m (Souza, 2008).

2.2. Genética

Bandel (1974), ao estudar 35 espécies de Leguminosae quanto ao
namero de cromossomos, observou que as espécies do género Dimorphandra
apresentavam 2n = 28. O mesmo numero foi encontrado por Silva et al. (2001).
Porém, Faria et al. (2005) encontraram valores de n = 8 e 2n = 16. Os autores
sugerem que a espécie pode estar sofrendo processo de especiacdo. Segundo
Biondo et al. (2005), alguns estudos sugerem que a subfamilia Caesalpinioideae
seja um grupo nao natural e contenha tribos parafiléticas, estando sujeitas a
mudancas futuras, com novas combinacdes. Além disso, essa subfamilia possui
grande variabilidade quanto ao ndmero de cromossomos em niveis
intergenéricos, interespecificos e intraespecificos, variando de 2n = 14 a 52.

Goncgalves (2007) estudou a estrutura genética em trés populacdes de D.
mollis em Minas Gerais, por meio de marcadores isoenzimaticos. A populacao
gue sofria menor pressao extrativista estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg e
maior amplitude de variacdo. O fluxo génico encontrado entre as populagdes mais
proximas (5,42 km) e em altitudes similares foi elevado, caracterizando baixa
divergéncia genética entre elas. Porém, entre as populacdes mais distantes

(16,20 km), o fluxo génico foi menor, evidenciando a maior divergéncia genética



entre estas. A estimativa de tamanho efetivo populacional, realizado pela autora,
sugere um valor minimo de matrizes para a coleta de germoplasma de, pelo
menos, 43 individuos, para que se garanta a manutencdo da variabilidade
genética nas sementes, e a populacdo minima viavel, para a manutencdo da
espécie em curto e em longo prazo, € de 600 e 6.000 individuos,
respectivamente. Outra conclusdo foi que a espécie apresenta altos niveis de
variabilidade genética dentro das populacfes e valores muito baixos entre as
populacdes. Esses dados sugerem que a espécie seja aldogama.

Souza (2008) estudou a diversidade e a estrutura genética de oito
populacdes de D. mollis e 14 individuos de D. wilsonii. A autora observou que a
porcentagem de locos polimérficos e o indice de Shannon foram
consideravelmente menores em D. wilsoni (P = 35,6 %, Hsp = 0,168)
comparados a congenérica D. mollis (P = 70,4 % and Hsp = 0,297). A divergéncia
genética entre populacdes de D. wilsonii foi alta (fST = 0,509), enquanto, para D.
mollis, a diversidade genética foi maior dentro de populacdes do que entre
populacdes (fST = 0,393). A autora concluiu que a espécie D. wilsonii é altamente
susceptivel a extingdo e, para tanto, sugere medidas para conservagao tais como:
coleta de sementes para conservacdo ex situ, reintroducdo nas areas de
ocorréncia, como também fundacdo de novas populacbes em areas de reserva
proximas as populacdes existentes, e ainda o cruzamento controlado entre
individuos.

Abreu et al. (2002) estudaram a formacédo e crescimento dos tubos
polinicos em D. mollis em trés tratamentos: autogamia, geitonogamia e alogamia,
e concluiram que a espécie é alogama e possui autoincompatibilidade de acéo

tardia.

2.3. Usos

Os frutos da fava-d’anta (D. mollis e D. gardneriana) sao importantes
fornecedores de rutina e quercetina, para 0 mercado mundial de produtos
farmacéuticos e cosméticos (Souza, 1991), e sdo responsaveis por cerca de 50%
da producdo mundial de rutina, cabendo o restante a espécie chinesa Sophora

japonica.



Embora a rutina seja encontrada no mesocarpo, todo o fruto, incluindo-se
as sementes, € coletado e enviado as industrias. Os frutos sdo coletados por
moradores da zona rural, como uma alternativa para aumentar a renda das
familias (Macedo et al., 2004). Cerca de 10 kg de fava seca sao necessarias para
produzir 1 kg de rutina (Gomes, 1998).

A rutina, o flavonoide mais importante, tem atividade vitaminica P, diminui
a permeabilidade dos glébulos vermelhos, protege a vitamina C contra a oxidacéo
e normaliza a resisténcia e a permeabilidade das paredes dos vasos capilares
(Mendes et al., 2005). Outra atividade atribuida a fava-d’anta trata-se da sua acao
antiinflamatéria, podendo também ser usada como agente terapéutico no
tratamento de doencas que envolvem radicais livres (Filho et al., 2001).

A quercetina possui acédo antioxidante, removendo os radicais livres. E
também encontrada em frutas, olericolas e no vinho tinto. Noroozi et al. (1998)
citam que a rutina e a quercetina foram mais eficazes do que a vitamina C na
inibicdo dos danos oxidativos, induzidos por H,O, no DNA de linfécitos humanos.

Outro produto extraido dos frutos da fava-d’anta é a ramnose, um agucar
utilizado pela inddstria quimica e alimenticia (Gomes, 1998), em caracterizacdes
bioquimicas de microorganismos (Rodrigues et al., 2003).

Gomas obtidas a partir do endosperma de sementes de leguminosas sao
compostas por manose e galactose (galactomanano). Esse polissacarideo €
utilizado como espessante, estabilizante e geleificante, melhorando a qualidade
dos produtos alimenticios. Panegassi et al. (2000) estudaram a viabilidade de uso
do galactomanano presente nas sementes de D. mollis Benth., na indlstria de
alimentos. Os autores obtiveram um extrato rico em galactomanano (83,2%) com
propor¢cdo manose: galactose de 2,7. Esses parametros sdo comparaveis aos
obtidos para os galactomananos de uso consagrado em formulacdes de
alimentos, tais como, a goma guar com 78-82% de rendimento e razdo manose:
galactose igual a 2, e a goma locusta com 88% de rendimento e razdo manose:
galactose igual a 4. Valores similares foram encontrados para a espécie D.
gardneriana Tul. (Cunha et al., 2009). No processo de obtencdo de rutina e
guercetina, cerca de 600 toneladas de sementes sdo descartadas por ano, o
suficiente para produzir aproximadamente 160 t/ano da galactomanano somente
com o rejeito, o que poderia minimizar a importacdo da goma guar e com maior

grau de pureza (Cunha e Feitosa, 2009).
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Ensaios biol6gicos demonstraram que a goma do faveiro é considerada
praticamente atoxica, com potencial para ser utilizada em formulacbes de
alimentos. Além disso, a massa do endosperma das sementes de D. mollis
representa cerca de 65% do peso seco da semente. Esse valor é maior que a
massa do endosperma das sementes de onde se obtém guar (35-42%) e locusta
(42-46%).

Lorenzi (2002) cita que a madeira € utilizada para tabuados, fabricacao de
caixas, compensados, forros, painéis e brinquedos, além de ser usada para lenha
e carvao. Rica em tanino extraido e utilizado para curtir couros. Possui potencial
ornamental e é recomendada para areas degradadas, pois tolera solos secos e
pobres.

Costa et al. (2007) estudaram a nutricdo mineral de D. mollis e
comprovaram a capacidade desta espécie de tolerar a acidez do solo e altos
teores de aluminio trocavel, demonstrando potencial de uso na recuperacdo de

areas degradadas, corroborando Lorenzi (2002).

2.4. Importancia econdmica

Da producédo mundial, cerca de 50 % da rutina, quercetina e ramnose sao
extraidas da fava-d’anta. Segundo Gomes (1998), os principais produtores foram,
em 1996, o Maranhdo (30%), Piaui (28%), Minas Gerais (23%), Ceara (6%),
Bahia (4%), Mato Grosso e Goias (3% cada). Os maiores importadores foram
Bélgica, Alemanha, Japdo e Estados Unidos da América. O valor médio de
exportacdao anual de rutina/rutesideo, no periodo de 1992 a 1996, foi de US$12
milhdes para as industrias. Em dados mais recentes, a rutina e a quercetina estao
entre 0os dez produtos farmacolégicos mais exportados pelo Brasil. Somente no
ano de 2008, as exportacdes geraram US$ 6,2 milhbes FOB (free on board),
estando a rutina em quarto lugar no ranking dos produtos farmacol6gicos mais
exportados (www.abiquif.org.br).

Trés empresas sao responsaveis por toda a exportacdo de rutina no
Brasil. Sdo elas, a nacional Sanrisil, em Goias, exportadora exclusiva para a
Franca; a nacional Produtos Vegetais SA (PVP), no Piaui; e a multinacional Merck
no Maranhao (ABIQUIM, 2010).
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Madeira (2003) relata uma melhoria de renda dos trabalhadores que
coletavam a fava-d’anta em 10 vezes em Minas Gerais. O quilo do fruto era
vendido a R$0,05 até 2003 e, a partir deste ano, alcancou R$ 0,45. A exploracao
da fava-d’anta pela induUstria farmacéutica tem ocasionado um extrativismo
predatorio em alta escala, sendo necesséarias medidas para a conservacdo da
espécie, que pode ser extinta em longo prazo (Mendes et al., 2005).

2.5. Germoplasma

O termo “recurso genético” data de 1970, quando Frankel e Bennett
editaram o livro Genetic Resources in Plants: Their Exploitation and Conservation.
A expressao € usada para denotar a informacao genética presente em plantas e
animais dos quais o0 homem depende para sobreviver, e envolve dois aspectos. O
primeiro deles refere-se a diversidade de espécies e 0 segundo relaciona-se a
diversidade dentro das espécies, necessaria para uso continuo (Holsinger, 2003).

A diversidade genética pode ser definida como a faixa da variacdo
existente para uma determinada espécie (Allard, 1971), representando a distancia
genética entre populagdes ou individuos, e baseia-se na analise de caracteristicas
morfoagrondmicas (qualitativas e quantitativas), citoldgicas, bioquimicas, do
polimorfismo de DNA e fisiologicas, dentre outras (Nass, 2007). Outro conceito
preconizado por Falconer (1987) define a diversidade genética como a diferenca
existente nas frequéncias alélicas das populacoes.

A caracterizacdo de germoplasma visa a conhecer as potencialidades dos
mesmos, identificando assim a variabilidade entre e dentre as populacdes,
tornando-se ferramenta indispensavel a pesquisa da variabilidade genética
(Bastos et al., 1999). A caracterizagdo refere-se a descricdo e registro de
caracteristicas morfologicas, citogenéticas, bioquimicas e moleculares dos
acessos, as quais sao pouco influenciadas pelo ambiente em sua expressao
(Giacometti, 1988; Valls, 2007).

Os marcadores moleculares sdo considerados ferramentas de grande
importancia para a caracterizacédo de germoplasma, ja que séo Uteis para localizar
e caracterizar a diversidade genética, para proporcionar a construcéo de colecdes

nucleares, na identificacdo de duplicatas entre os acessos, e na localizacado de
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acessos com base nas informacfes disponiveis eletronicamente. Os diferentes
tipos de marcadores moleculares tém uma ampla capacidade de amostragem do
genoma, sendo muito interessantes para a avaliacdo da diversidade genética,
tanto para aplicacdes filogenéticas e evolutivas, quanto para fins praticos em
programas de melhoramento e na manutencdo de bancos de germoplasma. Os
genadtipos sao avaliados por meio dos marcadores e as bandas comuns a todos
os individuos sao interpretadas como semelhancas genéticas, e as nado comuns,
como diferencas genéticas. Os resultados sao codificados de forma que gerem
uma matriz de similaridade (ou dissimilaridade), que pode ser graficamente
interpretada por meio de analise de agrupamento (Hawtin et al., 1996; Lanza et
al., 2000).

Para estudos de divergéncia genética, a técnica de analise multivariada
(componentes principais, variaveis candnicas e métodos de aglomeragdo) tem
sido empregada tanto para as caracteristicas expressas por variaveis
quantitativas quanto qualitativas, as quais sdo comumente utilizadas em
caracterizacdes e avaliagcdes de germoplasma. O critério utilizado para a escolha
do método multivariado depende do tipo dos dados, da andlise a ser realizada e
da precisao requerida (Cruz e Carneiro, 2008).

Um dos métodos mais utilizados para construcdo de arvores filogenéticas é
o algoritmo de “Neighbor Joining”. Este é aplicado para reconstrucdo de arvores
sem raiz a partir de uma matriz de distancias e de acordo com o principio da
evolucdo minima (minimum evolution). Para tanto, supfe-se que a aditividade da
matriz de distancias seja tomada como argumento. Além da proposicdo de uma
topologia para a arvore sem raiz, o0 método também fornece o comprimento dos
ramos da arvore resultante, usando o critério de Fitch-Margoliash. A eficiéncia
deste método € superior a muitos outros métodos, tais como o UPGMA
(unweighted pair group method of analysis), método de Farris, método de Li, e o

meétodo Farris, modificado por Tateno et al. (Saitou e Nei, 1987).

2.6. Marcadores de DNA e seu uso na caracterizagcdo de germoplasma

Segundo Milach (1998), os marcadores sao particularidades do DNA,
herdadas geneticamente, que diferenciam dois ou mais individuos. Ja, Ferreira e

Grattapaglia (1998) citam que marcador molecular € qualquer fenétipo molecular
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oriundo de um gene expresso, como, por exemplo, a isoenzima, ou de um
segmento especifico de DNA (correlacionado a regides expressas ou hao do
genoma).

O panorama do uso de marcadores genéticos em larga escala teve inicio
no cenario cientifico nas décadas de 60 e 70, com o desenvolvimento de
marcadores, tais como, isoenzimas, proteinas totais e proteinas especificas, que
sdo de certa forma, indicadores diretos da variacdo existente dentro do DNA
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulagdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de
marcadores moleculares disponiveis atualmente. Dentre o0s principais tipos,
podem ser citados: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que se
caracteriza por ser uma técnica de facil execucao de custo reduzido e aplicavel a
qualquer tipo de organismo; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
que se destaca por permitir uma analise mais detalhada da acdo génica e da
interacdo de alelos em estudos de mapeamento de caracteristicas quantitativas;
microssatélites SSR (Simple Sequence Repeat), técnica de facil execucéo, ja que
uma vez obtidos os iniciadores, pode ser amplamente automatizada pelo fato de
se basear em PCR (Polimerase Chain Reaction); AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), que se apresenta como a classe de marcadores com um
grande poder de deteccdo de variabilidade genética, uma vez que a técnica
explora polimorfismos de restricdo e de amplificacéo. E importante salientar que a
escolha da técnica a ser utilizada depende do objetivo do trabalho a ser realizado,
dos recursos disponiveis para a sua execucdo e da espécie a ser estudada
(Araujo, 2002).

Os estudos com marcadores moleculares trazem contribuicoes
significativas para a compreenséao da diversidade genética (Spooner et al., 2005).
O beneficio principal de usar marcadores moleculares é que estes sdo bons
indicadores da distancia genética entre acessos, devido a sua neutralidade

seletiva.

2.6.1. Marcadores Moleculares — RAPD
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Com o surgimento da PCR (Polymerase Chain Reaction) em meados da
década de 80, houve um grande desenvolvimento de técnicas moleculares.
Porém, havia necessidade de conhecimento prévio sobre a sequéncia de
nucleotideos da espécie a ser estudada, o que limitava sua aplicacao (Lacerda et
al., 2002).

No inicio da década de 90, simultaneamente, trés grupos independentes
desenvolveram técnicas de amplificagdo de DNA utilizando iniciadores (primers)
pequenos e de sequéncia arbitraria, permitindo uma ampla aplicacdo a diversas
espécies. Contudo, a técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
descrita por Williams et al. (1990), tornou-se a mais popular (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

Segundo Caixeta et al. (2006), as vantagens da técnica de RAPD s&o:
simplicidade, rapidez na obtencdo de dados, custo baixo comparado com o de
outras técnicas moleculares, necessidade de pouca quantidade de DNA para
analise (10 a 25 ng), aplicabilidade imediata a qualquer tipo de organismo, e ndo
utilizar a marcacéo radioativa.

Dois fatores limitantes da técnica sao alvos de criticas e de estudos para
minimiza-las. Sao estes, a baixa reprodutibilidade e a caracteristica dominante da
técnica (Freitas e Bered, 2003). As principais causas para baixa reprodutibilidade
sdo alteracbes nas concentracdes de cloreto de magnésio, DNA gendmico,
iniciador e Taq polimerase, que causam 0 aparecimento de bandas consideradas
artefatuais, e a competicao entre os sitios de ligagdo dos iniciadores por substrato
e reagentes. Assim, visando a minimizar o aparecimento dessas bandas
artefatuais, sugere-se gque seja feita uma avaliacdo prévia dos iniciadores mais
adequados, das concentracdes oOtimas dos reagentes e do programa PCR
(Caixeta et al., 2006).

Quanto a caracteristica dominante, criticada por Freitas e Bered (2003),
afeta diretamente a analise estatistica. Contudo, pesquisadores tém trabalhado
para otimizar a obtencdo de dados a partir desta técnica. Alguns baseiam suas
analises na premissa de que as popula¢gfes estudadas estejam em equilibrio de
Hardy-Weinberg, porém, nem sempre isso € observado. Outros utilizam a AMOVA
(Analysis of molecular variance), adaptada por Stewart e Excoffier (1996), que
nao parte do principio que as populacdes estejam em equilibrio. Esta analise tem

sido muito empregada com dados de RAPD na determinacdo da diversidade



15

genética e estrutura genética de populagbes. Também podem ser obtidos alguns
indices da estatistica F, de Wright (1951), e sua significancia, além do indice de
Shannon, que mede a variacdo genética intrapopulacional em analogia a
heterozigozidade esperada. O programa MLDT, desenvolvido por Kermit Ritland,
é utilizado para estimar a taxa de fecundacdo cruzada (t) e o coeficiente de
endogamia (F) a partir dos marcadores dominantes, inclusive RAPD (Lacerda et
al., 2002).

Lacerda et al. (2002) fizeram uma revisao da técnica RAPD, em estudos
de conservacao de plantas, e concluiram ser esta técnica especialmente indicada
para trabalhos com espécies desconhecidas geneticamente, raras ou ameacadas
de extincdo, uma vez que utilizam iniciadores pequenos e de sequéncia aleatoria,
demandam pequena quantidade de material para andlise e sao relativamente
rapidos.

Faleiro et al. (2003) avaliaram metodologia para operacionalizar a
extracdo de DNA de 10 espécies nativas do cerrado e observaram que a
metodologia empregada foi eficiente. Apenas o DNA de fava-d’anta apresentou
relacdo Azso/A2s0 menor que 1,5, indicando presencga de maior teor de proteinas
nas amostras de DNA, ndo inviabilizando, porém, a obtencéo de padrdes nitidos e
reprodutiveis de produtos de amplificacdo via PCR.

Oliveira et al. (2008) caracterizaram 44 individuos de fava-d’anta, por
meio de marcadores RAPD, oriundos de sete localidades do norte de Minas
Gerais. Os autores observaram que o grau de polimorfismo foi baixo, indicando
que as populacdes trabalhadas séo constituidas por genoétipos proximos. A
analise de variancia molecular (AMOVA) indicou que 10,3% e 89,7% da variacao

genética foram distribuidas entre e dentro das populacoes, respectivamente.

2.7. Conservagéo de germoplasma

A conservacao da diversidade genética é fundamental, principalmente em
espécies ameacadas de extingdo, como as espécies D. mollis e D. wilsonii.
Existem varias formas de conservacao, dentre estas, a conservacao in situ, que
permite a continuidade da evolugcdo, ndo s6 da espécie em questdo, mas de todo
0 bioma em que esta inserida. Porém, corre riscos de erosdo devido as acdes da

natureza e do homem.
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Outra forma de conservacgao € ex situ, que consiste na conservacao fora
do local de ocorréncia. Para tanto, sdo organizados bancos de germoplasma, na
forma de sementes, plantas cultivadas in vitro, entre outros. Os bancos trabalham
com populacdes finitas e, para que tal amostragem tenha sucesso absoluto, o
ideal é que, na amostra, houvesse a mesma frequéncia alélica da populacéo total.
Como estatisticamente tal acontecimento é pouco provavel, estima-se que toda
amostragem feita para bancos de germoplasma tenha certo efeito de deriva ou
fragmentacao populacional (Walter e Cavalcanti, 2005).

Um banco de germoplasma pode sofrer consequéncias ligadas a
adaptabilidade provenientes de endogamia e exogamia, ocorridas nas
multiplicacbes antes ou depois da criacdo do banco (Pertoldi et al., 2007).

Apesar de todos os entraves para a manutencdo de um banco de
germoplasma que represente bem as populagbes originais, esta € uma forma
alternativa que permite, além de conservar, conhecer a variabilidade fenotipica e
genotipica existente e introduzir germoplasmas em programas de melhoramento.

Dentre os métodos de conservagao ex situ, 0 método in vitro vem sendo
cada vez mais utilizado. Isto porque demanda area relativamente pequena em
relacdo a conservacdo no campo e nao sofre com intempéries da natureza.
Entretanto, no ambito da evolucdo, podem ocorrer apenas variagdes somaclonais,
sem a selecdo natural. Uma vantagem, principalmente para espécies raras ou em
extingdo, é a manutencdo de genomas tal como encontrados na natureza (Nass,
2001).

Apesar de a semente de fava-d’anta ser ortodoxa, existe uma dificuldade
na germinacdo, uma vez que, além da dorméncia tegumentar, possui um baixo
indice de germinacédo e elevada taxa de mortalidade pds-germinacéo. Giuliano et
al. (2005) identificaram fungos em sementes de fava-d’anta e observaram que
todas as sementes germinadas e contaminadas morreram. Assim, a conservagao
in vitro pode ser uma alternativa.

Na literatura, foram encontrados apenas dois relatos de cultivo in vitro de
fava-d’anta. No primeiro, 0s autores testaram meios de cultura para a
micropropagacdo de fava-d’'anta. Os tecidos utilizados foram cotilédones e
hipocotilos. O meio mais apropriado para enraizamento foi o0 meio MS (Murashige
e Skoog), suplementado com 1 mg/L de BAP (6-benzilaminopurina). O tecido que

melhor respondeu foi o cotilédone (Pereira et al., 2001). E, no segundo relato, o
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objetivo foi estudar a producéo de flavonoides em cultura de células de D. mollis.
As andlises revelaram que, na cultura de células, houve a producdo de
flavonoides, exceto de rutina, que € o flavonoide de maior interesse (Lourenco et
al., 2001).
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3. TRABALHOS

COLETA, CARACTERIZACAO E DIVERGENCIA FENOTIPICA DE
FRUTOS DE FAVA-D'ANTA

RESUMO

A fava-d’anta Dimorphandra spp.) € uma planta medicinal com alto valor
comercial, sendo responsavel por 50% da producaaliadude rutina. O extrativismo, a
falta de protecéo de habitats e a propenséo adicoonstituem os fatores de maior risco
de eroséo genética deste género. O presente dstudalizado com o objetivo de coletar,
caracterizar e estimar a divergéncia fenotipicaeeatessos d®imorphandra spp.,
provenientes de diferentes localidades do Bragitos no estadio maduro foram coletados
de 21 acessos, totalizando 84 arvores em locakdads estados de Minas Gerais,
Maranh&o e Tocantins. Os frutos foram caracterg@don base nos seguintes descritores:
massa fresca média do fruto e da semente, em griocoanto e diametro do fruto, em
mm; comprimento, diametro, espessura da sementenmmcor da semente; niamero de
sementes viaveis e inviaveis, por fruto; e teotbdm no mesocarpo e endocarpo. Os
dados foram analisados em uma matriz de distanetéidiana Média Padronizada e o
agrupamento por meio do algoritmo @&ighbor Joining Detectou-se variabilidade
fenotipica entre os acessos estudados. A formaggigrdpos foi concordante com a regiao
de coleta e a espécie, e 0 acessD.deilsoniiRizz. foi 0 mais divergente entre as espécies
trabalhadas. O numero de plantas amostradas ficiesué para caracterizar e estudar a

divergéncia fenotipica dos acessos trabalhados.tu@on para a conservacdo do
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germoplasma, sdo necessarias mais coletas nastregpereas para aumentar o nimero
efetivo populacional e garantir, com maior precisdoocorréncia minima de erosao

genética.

Palavras-chave: Dimorphandspg faveirg Neighbor Joiningtamanho efetivo

ABSTRACT

Collecting, characterizing and determining phenotyjc divergence of fava-d’anta

fruits

The fava-d'anta(Dimorphandraspp.) is a medicinal plant with high commercialueg
accounting for 50% of world production of rutin. &lextractivism along with the lack of
habitats protection and occurrence of fires areontigmt factors that contribute to increase
the genetic erosion risk of this genus. This staohged to collect, to characterize and to
estimate the phenotypic divergence among accessabnBimorphandra spp. from
different regions of Brazil. Fruits at mature stagere collected from 21 populations,
totaling 84 trees in cities of Minas Gerais, Mar@mtand Tocantins states. The following
descriptors were used to characterize the colldctgtd: mean fruit fresh weight (g); mean
seed fresh weight (g); fruit length and diametem{mlength, diameter and thickness of
seed (mm); seed color; number of viable and ungiabkds per fruit, and boron content in
mesocarp and endocarp. The data were analyzed asst@ndardized average Euclidian
distance matrix. The accessions were clustereddbaseNeighbor Joining algorithm.
Phenotypic variability among accessions was dedeckbe clustering of the accessions
was consistent with geographic region of the cttbecand the species were perfectly
separated in different groups. TBe wilsonii Rizz. population was the most divergent
considering the three studied species. The numbgiamts sampled was efficient to
characterize and to study the phenotypic divergesfcéhe populations. However, for
germplasm conservation, more expeditions to cobachples are needed to increase the
effective population number and to ensure an adeqaacuracy to assure the occurrence

of minimal genetic erosion.

Keywords: Dimorphandraspp faveirg Neighbor Joining; effective population size.
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Conservar a biodiversidade é primordial quandorae tde plantas que sofrem
extrativismo. Pois, um dos principais fatores geeam uma espécie a extincdo é o
extrativismo sem preocupacdo com a conservacdoxploracdo de plantas de uso
medicinal da flora nativa tem levado a reducdo tabésdas populacfes naturais de
inUmeras espécies, colocando em risco a flora nmedliCastreet al, 2001).

A demanda por plantas medicinais nativas do Brasile a aumentar com as
descobertas de substancias que ndo podem sersobiidaticamente. Esse € o0 caso da
fava-d’anta Dimorphandraspp.), cujos frutos possuem alto teor dos flavagmidutina e
guercetina, além de ramnose, utilizados em gramsdala pela industria farmacéutica.
Desses compostos, a rutina é o mais importantdptenmo propriedades a atividade
vitaminica P, que auxilia na diminuicdo da permigddude dos globulos vermelhos,
protegendo a vitamina C contra a oxidacdo e nomaaliresisténcia e a permeabilidade
das paredes dos vasos capilares (Memtled, 2005). Outra atividade atribuida a fava-
d’anta trata-se da sua acdo anti-inflamatéria, pddetambém ser usada como agente
terapéutico no tratamento de doencas que envoladivais livres (Filhcet al, 2001). As
sementes possuem um alto teor de galactomanangpotancial para ser utilizado em
indUstria alimenticia como substituto da goma dRanegasset al, 2000; Cunhaet al,
2009).

Dentre as espécies desse gén&o,mollis Benth. € a de maior importancia
medicinal, seguida pdd. gardnerianaTul. e, potencialmente, pela wilsonii Rizz. Esta
altima é endémica do Brasil, mais especificamentestado de Minas Gerais. Até 2007,
havia relato de apenas onze individuos adultossgmens (Fernandest al, 2007). Com
trabalhos continuos de prospeccao, houve um acrésie quase 400% de individuos até
meados de 2009, atingindo aproximadamente 50 ohadsi (Souzat al, 2009).

Segundo Souza e Martins (2004), o extrativismalta fle protecdo de habitats e a
propensédo a incéndios constituem os fatores dermagm de erosdo genética da espécie
D. mollis Benth.no norte de Minas Gerais. Com base nestes dadms)s@rvacdo dessas
espécies em Unidades de Conservacéo e bancosrdepigsma torna-se de fundamental
importancia para manutencdo da variabilidade gemétO manejo de banco de
germoplasma envolve diferentes etapas sequenciaip@mitem a correta identificagéo,
conhecimento, conservagao e utilizacdo do germmalg®amoset al, 2007). As etapas
compreendem a aquisicdo do germoplasma, ou sdgaamu introducdo; regeneracao;
caracterizacdo e avaliacdo; conservaciao e docugdent@ uso: pré-melhoramento e

colecéo nuclear.
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Na coleta, é necessario observar 0 sistema rejirodda espécie, o status do
acesso (domesticado ou silvestre), a area de calédéanica de coleta, além de estratégias
de amostragens de acordo com a genética de popslaiutro fator primordial € a
solicitacdo para obtencao das devidas autorizaB@ea.tanto, o primeiro passo é entrar na
pagina eletrébnica do Instituto Chico Mendes paransgéovacdo da Biodiversidade -
ICMBIio e se cadastrar no Sistema de Autorizacaoferrnacdo em Biodiversidade —
SISBIO, e seguir as resolucdes e normas deste.

A caracterizacdo e a avaliagcdo contribuem paramawor conhecimento dos
acessos do banco de germoplasma, permitindo irdebire a variabilidade da colecéao e
sobre potenciais usos agrondmicos, e em prograreasn@horamento genético. O
Bioversity Internationaldisponibiliza via internet diversas listas de diéses para
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma. Enetado ha lista para o género
Dimorphandra, e, desta forma, cabe ao pesquisador definir osrittees a serem
estudados. Geralmente, os descritores preferidims pesquisadores sdo aqueles mais
importantes para serem utilizados em programasaesos genéticos e melhoramento de
plantas, além de serem Uteis para identificacaanic#t. Este trabalho teve por objetivos
coletar, caracterizar e estimar a divergéncia fpiuat entre acessos dd@morphandra
spp., coletados em diferentes localidades do Brasi

MATERIAL E METODOS

Coletas

Foram realizadas coletas no norte de Minas Geis @ apoio do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Masais - ICA-UFMG (Figura 1). Foi
utilizado receptor GPSE|obal Positioning Systenpara coleta de dados como latitude,
longitude e altitude, além da localizacdo de ajadasabalhadas pela equipe do ICA-
UFMG. Apos identificacdo das areas, a procura ébagp arvores (acesso), uma vez que o
objetivo era coletar entre cinco a dez frutos maslynor arvore, em cinco a dez arvores
por acesso, 0 que totalizaria entre 25 a 100 frptwsacesso. Os frutos foram escolhidos
por estarem no estadio maturo, aparentemente comenses saudaveis, colhidos por
planta e identificados. As plantas matrizes foramkiém identificadas.

Treze frutos deD. wilsonii foram doados pela Flona de Paraopeba (Floresta
Nacional de Paraopeba) em Minas Gerais, os quesnfaitilizados neste trabalho. Os

frutos deD. gardnerianaforam coletados pelo Sr. José Sebastido de Panta-Seazenda
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da Merck em Barra do Corda, no Maranhé&o, totaliaadals acessos, um nativo e outro de
plantas cultivadas na fazenda.

No Parque Estadual do Lajeado em Palmas, TO, fa@atados trés acessos de
Dimorphandrasp. A autorizacdo para coleta no Parque foi codeegiela Fundacao
Natureza do Tocantins - Naturatins, 6rgdo respatgdelas autorizacdes de coleta em
Unidades de Conservacao do Estado do Tocantinsg$so n° 1612-2009).

Para coletas em campo aberto, que correspondepas @ extrativismo, obteve-se
uma autorizacdo do ICMBIo, por meio de inscricaoSt8BIO (sob o nimero 19829-1),
tendo como titular Claudia Pombo Sudré.

Embora o sistema de reproducdo destas espécies afiwd esteja seguramente
determinado, alguns autores indicam que a alogaivie ser a forma reprodutiva
predominante (Abrewet al, 2002; Goncalves, 2007). Apesar disto, optouerecpletar
amostras mesmo quando havia apenas um individulzamdo-se dois critérios. O
primeiro critério foi utilizar uma localidade difate das outras onde j& haviam sido
realizadas coletas. Apesar de estudos demonstiguiempara varias espécies de plantas
alégamas, a variancia entre populacdes é menolaquagiancia dentro de populacgdes,
existe o fator evolucdo, que, de acordo com o amie mudangas genotipicas, pode
originar germoplasma com caracteristicas imporsapta opool génico trabalhado. O
segundo critério foi buscar forte acao antropicénmea de coleta, 0 que poderia acarretar a
extingdo desta Unica planta, sem deixar descergle@@racterizar e, principalmente,
conservar esse germoplasma, mesmo de forma pdmiaram-se importantes aspectos
deste trabalho. Apesar de mais da metade dos adesem sido coletados seguindo uma
proposta de se considerar um tamanho minimo deéac@sse germoplasma foi também
amostrado e analisado, sendo considerados repapgEntie acessos nas analises, para as
quais se utilizou a distancia Euclidiana Média Batiada, uma vez que esta ndo necessita

de repeticoes.

Caracterizacao dos frutos

Os frutos coletados ou doados foram caracterizpdos as seguintes variaveis:
massa fresca média do fruto e da semente, em gricoanto e diametro do fruto, em
mm; comprimento, diametro, espessura da sementepramcor da semente por meio de
uma escala de notas a partir da carta de coresudsdil, variando entre um e cinco, sendo
a nota 1 equivalente a cor bege clara; e 5, a eorom avermelhado escuro; nimero de

sementes viaveis e inviaveis (mal formadas; dogmpes fruto. Considerando-se que, nos
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patios das industrias que extraem o0s produtos graditos de frutos dBimorphandra
spp., hd um acumulo de matéria organica (aproveswm@penas 10%, e os 90% restantes
sao residuos industriais (Gomes, 1998), que téranpatl para serem utilizados como
compostos, e, dentre 0os micronutrientes passieeseem detectados, encontra-se o boro,
determinou-se o teor de boro, no pericarpo e nmoaego, dos frutos coletados.

A determinacgao do teor de boro foi realizada diddi-se os frutos em duas partes,
em funcdo da cor e consisténcia de cada segmeeaticago + mesocarpo (coloracao
marrom escuro e consisténcia macia) e endocarporg§cédo amarela e consisténcia
rigida). Antes da andlise, as sementes de todésitos foram retiradas. Para analise, foi
realizado umbulk de cinco frutos por acesso, com as partes devidenseparadas. As
amostras foram trituradas em moinho, em seguidassem mufla a 550°C e analisadas
segundo o método da Azometina-H (Malavataal, 1997) no setor de nutricdo mineral

do Laboratério de Fitotecnia da UENF. O teor deobor expresso em mg.Kg

Analise estatistica

O numero efetivo populacional sem e com controleéjeco, para os acessos de
Dimorphandraspp., foi obtido utilizando-se as férmulas sugeridar Vencovsky (1987),
respectivamente:

Ne=n/[(n-1)/4F]+1 (sem controle gamético) e

Ne=n/[(n/4F)+3/4] (com controle gamético), em que:

Ne= numero efetivo populacional;

n= namero de sementes colhidas; e

F = namero de plantas

Para fins de analise estatistica multivariadapfsida a matriz de dissimilaridade
por meio da Distancia Euclidiana Média Padronizanaa vez que os dados obtidos por
acesso foram transformados em apenas um numeropgespondeu a média. A obtencédo
do dendrograma foi realizada por meio do algoritdeaghbor Joining(Nj) (Saitou e Nei,
1987), que permitiu uma melhor visualizacdo dospgsuque os métodos UPGMA,
WARD e vizinho mais proximo. Os programas utilizadoram Excel, Genes (Cruz, 2006)
e Mega 4 (Tamurat al, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Coletas
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Foram coletados 21 acessos em 13 municipios dadosstie Minas Gerais, dois no
Maranh&o e um no Tocantins (Tabela 1).

O numero minimo de plantas desejado por acesgmfoialmente alcancado, pois
houve area com apenas um individuo isolado, la@ddiza margem de uma lavoura de
eucalipto, tal como na localidade de Bocailva, easircom poucos individuos, que
previamente tinham sido trabalhadas pela equipECAd8UFMG, com numero suficiente
de individuos, porém, ao chegar ao local, encartrase plantas cortadas e/ou poucos
individuos com frutos no ponto de maturacao desgjadbela 2).

Para preservacdo de plantas albgamas, deve-sede@msio tamanho efetivo
populacional na coleta, que mede a representatieidganética contida numa amostra em
relacdo a geracdo imediatamente anterior (Vencoudg7; Vencovsket al, 2007). Ao
simular uma populacdo com frequéncia de alelo mhaiga (P = 0,01), Vencovky (1987)
conclui que seria necessario alcancar unadima de 150 para garantir a conservagao sem
deriva genética. Contudo, cabe ao coletor defimirmomento da coleta, se as estratégias
para alcancar tal representatividade sdo cabideisacordo com os fatores tempo e
magnitude de sua tarefa e do rigor que ele podéamd@ amostragem. Os valores
encontrados de numero efetivo sdo baixos, considerse 0 alto rigor de amostragem,
porém, para estudos de diversidade genética, mghasros sdo suficientes (Namkoong e
Koshi, 2001).

Outra estratégia, durante a coleta, para maximaarepresentatividade da
populacdo é o controle gamético (Vencovsky, 19R@k coletas realizadas, o nUmero de
frutos por planta foi de aproximadamente dez urédagorém, como muitos frutos eram
totalmente indeiscentes, nao foi possivel conheastado das sementes no momento da
coleta e, ao chegar ao laboratério, foi observado nimero baixo de sementes
aparentemente saudaveis e, as vezes, nenhuma sgmoentagem. Assim, a opcéao foi
armazenar 0 maximo de sementes encontradas emagmahslindividualizadas por planta,
para melhor representatividade e conservacéo doogégisma.

Caracterizacao e avaliacdo de sementes e frutos

O acesso d®. wilsonii obteve valores maximos para: comprimento, diametro
massa média do fruto; comprimento, diametro e massdia da semente; e numero de
sementes inviaveis por fruto, sendo esta espéaedigcrepante em relacdo aos demais
acessos das espécies estudadas (Tabela 3). Ogsvaler comprimento, diametro e

espessura dB. wilsonii, foram concordantes com os encontrados por Lopesitaeds
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(2008) e Freitagt al. (2009), cujos valores médios para estas caraotesoram 17,9;
6,7 e 4,3 mm; e 15,5 a 17,5; 3,25 a 3,56; e 1,08 & cm, respectivamente. Os acessos
Tocantins 1ll, Pirapora e Bocailva tiveram 0s meBovalores para as caracteristicas
citadas acima, sendo o primeiro de espécie nadifidada e os dois ultimos pertencentes
a espéci®. mollisBenth.

Quanto a cor da semente, 0s acessos de Lontraoavd@apmunicipios vizinhos,
tiveram as sementes com as menores notas (nata &édJoracao bege claro; e os acessos |
e Ill, do Tocantins, Bocaiuvd&). wilsonii e Maranh&o, tiveram as sementes mais escuras,
ou seja, marrom avermelhado bem escuro. Segundes@007), quanto mais escura a
semente déimorphandra maior o teor de lignina, logo, maior dorméncigutaentar,
uma vez que a lignina é componente estrutural daedps celulares. Assim,
provavelmente, as sementes mais claras germinamesrios tempo que as mais escuras.
Baldoniet al. (2002) estudaram o controle genético de algurectzres relacionados a cor
de sementes de feijdo e constataram um gene @mdh cor bege clara ou escura. Para
o génerddimorphandra,ndo foram encontrados trabalhos relativos ao clenggenético da
cor da semente.

O numero de sementes viaveis e inviaveis por free uma grande amplitude e
variou entre 2 e 18, e 0 e 12, respectivamenteac@ssos do CAA e Tocantins Il
obtiveram frutos com maior nimero de sementes gawnquantoD. wilsonii teve o
menor numero. Os acessos de Coracdo de Jesushelslirgio tiveram nenhuma semente
invidvel, jaD. wilsonii teve 0 maior nimero de sementes inviaveis poo.fribdas as
sementes da localidade Sdo Roméo, MG, foram ingiasendo este acesso descartado do
trabalho. Assim, sementes inviaveis constituem aorfaltamente influenciado pelo
ambiente, ndo devendo ser utilizado como caratetafdificacdo, porém sao informacdes
importantes como referenciais para planejamentagds (Ferreiraet al, 2001). Além
disso, as condicbes fisiologicas, tais como, idtalplanta e do fruto, colheita na arvore ou
no chéo, sao fatores que contribuem para o nuneesementes viaveis.

Para o teor de boro, as médias variaram entre & 22,40 mg.kg, valores
considerados baixos quando se consideram os te@eresro em folhas de dicotileddneas,
que variam entre 20 e 70mgk¢Kirkby e Rémheld, 2007). Especificamente Brmollis
Benth., Costat al. (2007) encontraram valores entre 47,5 e 481,5 rifgfgra teor de
boro em folhas, sendo o menor valor observado plardas que ndo receberam nenhuma

aplicacdo de nutrientes, apenas calagem. Dadosodalé boro em frutos de faveiro nédo
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foram encontrados na literatura. Entretanto, espergue, em frutos, o teor de boro seja
inferior aguele verificado para as folhas, ja queemento é pouco movel na planta.

As maiores médias para teor de boro no pericarpeesocarpo foram encontradas
nos acessos das localidades de Riacho Fundo, Mirabthos d’Agua, CAA (Montes
Claros) e Brasilia de Minas, todas no norte de Mi@arais. As médias mais baixas foram
observadas nos acessos do Maranh&ao, Tocantir3. Wjlsonii e de Uberlandia. Para o
endocarpo, as maiores medias foram obtidas dosaceke CAA (Montes Claros) e
Brasilia de Minas, e as menores, nos acessos dmflig IIl, D. wilsonii, Maranh&o e
Patrocinio.

Os frutos com maior teor de boro, independentemgmtearte do fruto analisada,
foram os provenientes dos acessos CAA e Brasilididas, e os frutos com menor teor
foram os amostrados nos acessos Tocantins Il aiao, além dos frutos @ wilsonii.

Em um levantamento ecogeografico @e mollis realizado no norte de Minas
Gerais, no qual foram utilizadas 31 populagbeslitaindo 275 individuos, os autores
observaram correlagbes nao significativas entnbuatrs fisicos e quimicos dos solos,
caracteristicas morfologicas dos frutos e teolalehoides entre os gendtipos trabalhados
(Souzeet al, 2008).

Divergéncia fenotipica entre e dentro das espécies

As espécies foram separadas em seis grupos (F2yur®. wilsonii foi a mais
discrepante e isolada das demdds;gardnerianatambém ficou isolada em um grupo
distinto; trés grupos foram constituidos por acesmstencentes@. mollis e outro pelos
acessos coletados no Tocantins, as quais provavilndevem pertencer a uma espécie
distinta das citadas, ou a um ecotipo, uma vezegt# em uma Unidade de Conservacao,
distando dos demais locais de coleta no minimok&@0Outra hipotese a ser considerada é
que os descritores de fruto, utilizados neste linabando foram suficientes para agrupar
este acesso no grupo da espécie correspondente.

A formacado dos grupos foi concordante com a origexgrafica dos acessos. Os
acessos do Alto Paranaiba (MG), do norte de MG €atdantins ficaram isoladas em um
grupo. Os acessos @& gardneriana,provenientes de Barra do Corda (MA), ficaram no
mesmo grupo dos acessos recebidos cdmnomollis, coletados nos municipios de
Chapadinha (MA) e Uberlandia (MG). Contudo, o mesinorreu em analise quando os
mesmos acessos foram caracterizados por meio aadoaes moleculares, sugerindo que

esses dois acessos pertencam a esp#cigardneriana informacdo referendada pelo
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pesquisador responsavel pela area de coleta daiahdteernandes, 2009, informacéo
pessoal). O Unico acesso Dewilsonii ficou bem distante dos demais, o que pode ser de
fato verificado em funcéo da discrepancia observexdacaracteres estudados. Seus frutos
e, consequentemente, as sementes sdo bem maiosrgrimento, largura e espessura
gue os dos demais acessos trabalhados, além senmentes bem escuras, obtendo notas
méximas (cinco) (Figura 2).

De acordo com os dados obtidos, pode-se conclwer @uniumero de plantas
amostradas foi eficiente para caracterizar e estadi#ivergéncia fenotipica dos acessos
trabalhados, uma vez que houve agrupamento dasiesp€ontudo, para conservagio
situ, s80 necessarias mais coletas nas areas amogteadagrantir, com maior precisao, o
minimo de eroséo genética. Os descritores utilgéoiam eficientes na discriminacéo das
espécies. Ha variabilidade fenotipica entre e dahds acessos estudados. O acesdd. de
wilsonii é o mais divergente entre as espécies trabalhAdBsmacéo dos grupos com
base em descritores de fruto € concordante congenoigeografica e a espécie.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem aos agronomos, Cecilio Fid@dsia Junior, Denilson de
Oliveira Guilherme, José Sebastido de Paula SeadaMa Cruz Chaves Lima Moura e
Saulo Guilherme da Silva, por terem realizado edpuiado as coletas dos frutos de
Dimorphandraspp. E especialmente ao professor Pedro Henriqueeidbe ao técnico
José Acacio por terem cedido o laboratério de ¢érmineral para analise do teor de boro

nos frutos.

REFERENCIAS
BALDONI AB; TEIXEIRA FF; SANTOS JB. 2002.Controle genético de alguns
caracteres relacionados a cor da semente de f@jgouzamento Rosinha X Esal 693.
Acta Scientiarum. Agronon®4: 1427-1431.

BANDEL, G. (1974) Chromosome numbers and evolution the Leguminosae.
Caryologia 27:17-32.
CASTRO HG; FERREIRA FA; SILVA DJH. 200Xontribuicdo ao estudo das planta

medicinais: metabolismo secundaridcosa: UFV. 104p.



28

COSTA CA; ALVES DS; FERNANDES LA; MARTINS ER; SOUZAGB; SAMPAIO
RA; LOPES PSN. 2007. Nutricdo mineral da fava-diahiorticultura Brasileira25:
24-28.

CUNHA PLR; VIEIRA IGP; ARRIAGA AMC; PAULA RCM; FEITOSA JPA. 2009.
Isolation and characterization of galactomannamfiamorphandra gardneriand ul.
seeds as a potential guar gum substifeded hydrocolloids23: 880-885.

DORES RGR. 2007Anélise morfoldgica e fitoquimica da fava-d’ant@ifiorphandra
mollis Benth). Vicosa: UFV. 375p (Tese de doutorado).

FERNANDES FM; FONSECA AG; KAECHELE K; GOULART MF; MRINHO W;
SOUZA HAV; QUEIROZ AR; GIORNI V; OLIVEIRA G; RODRIGES MJ;
BACELAR M; LOVATO MB. 2007. Tentando evitar mais anextingdo: o caso do
"Faveiro de Wilson"DRimorphandra wilsoniRizzini). Matéria 3: 87-98.

FERREIRA RA; BOTELHO SA; DAVIDE AC; MALAVASI MM. 2®1. Morfologia de
frutos, sementes, plantulas e plantas jovenBid®rphandra mollisBenth. - faveira

(Leguminosae-CaesalpinioideaRgvista Brasileira Botanica4: 303-309.

FREITAS VLO; ALVES THS; LOPES RMF; LEMOS FILHO JR009. Biometria de
frutos e sementes e germinacdo de sementeBimerphandra mollisBenth. e
Dimorphandra wilsoniiRizz. (Fabaceae — Caesalpinioide&e)jentia Forestalis37:
027-035.

FILHO DW, SILVA EL; BOVERIS A. 2001.Flavondides, antioxidantes de plantas
medicinais e alimentos: importancia e perspectivi@sapéuticas In: Plantas
Medicinais sob a 6tica da quimica medicinal modeB8&o Paulo: Universitéria. p.
317.

GOMES LJ. 1998Extrativismo e comercializacdo de fava-d’afzmorphandrasp): um

estudo de caso na regido de cerrado de Minas Gdraigas: UFLA, 158p.

KIRKBY EA; ROMHELD V. 2007. Micronutrientes na figiogia de plantas: funcdes,

absorgéo e mobilidadenformacdes agrondmicakl8: 1-24.

LOPES JC; MATHEUS MT. 2008. Caracterizacdo morfa@agle sementes, plantulas e
da germinacdo deébimorphandra wilsonii Rizz. - faveiro-de-Wilson (fabaceae-
caesalpinioideaeRevista Brasileira de Semen®3:. 96-101.

MALAVOLTA E; VITTI GC; OLIVEIRA AS. 1997. Avaliagdo do estado nutricional das
plantas: principios e aplicacdeRiracicaba: POTAFOS, 319p.



29

MENDES ADR. 2005. Producdo de biomassa e flavosoittgais por fava-d’anta
(Dimorphandra mollisBenth.) sob diferentes niveis de fésforo em saugétritiva.

Revista Brasileira de Plantas Medicinais 7-11.

NAMKOONG G e KOSHI MP. 2001. Application of genetimoarkers to forest tree

species. www.biovertyinternational.org.

PANEGASSI VR; SERRA GE; BUCKERIDGE MS. 2000. Pot@hdecnolégico do
galactomanano de sementes de favéimbrphandra molli} para uso na inddstria de
alimentos.Ciéncia e Tecnologia de Aliment?8: 1-28.

RAMOS SRR, QUEIROZ MA, PEREIRA TNS. 2007. RecurgBsnéticos Vegetais:
Manejo e usoMagistra1l9: 265-272.

SANTOS EAM, MENDES ADR, QUEIROZ JMR, MARTINS ER. @8. Influéncia da
época de colheita, procedimento de secagem e garteito no teor de flavondides
em fava-d’anta Dimorphandra mollis Benth.). Revista Brasileira de Plantas
Medicinais7: 1-5.

SAITOU N; NEI M. 1987. The neighbor-joining methalnew method for reconstructing
phylogenetic treesMolecular Biology and Evolutiod: 406-425.
SISBIO. 2009. http://www.icmbio.gov.br/sisbio/ Desgvel em 02 de novembro de 2009.

SOUZA GA, MARTINS ER. 2004. Andlise de risco de &0 genética de populagbes de
fava-d’anta Dimorphandra mollis Benth.) no Norte de Minas GeraiRevista

Brasileira de Plantas medicinak 42-47.

SOUZA GA, QUEIROZ JMR, ANJOS OF, SANTOS EAM, MART®N ER,
FERNANDES LA, COSTA CA. 2008. Levantamento ecogéfigo de
Dimorphandra mollis Benth. (Leguminosae-Caesalpdei@e) no Norte de Minas
Gerais.Revista Brasileira de Plantas medicind8: 51-62.

SOUZA HAV; RIBEIRO RA; FERNANDES FM; LOVATO MB:ws Estrutura genética
espacial do faveiro de WilsorDinorphandra wilsonii- Leguminosae), espécie
criticamente ameacada de extingcdo, e estratégias U conservacao e manejo.
Resumos do 55° Congresso Brasileiro de Genética.

TAMURA K; DUDLEY J; NEI M; KUMAR S. 2007. MEGA4: M¢tecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) software version 4Mdolecular Biology and Evolution
24: 1596-1599.



30

VENCOVSKY R. 1987.Tamanho Efetivo Populacional na Coleta e Preseovalig
Germoplasmas de Espécies AloganiaEF 35: 79-84.



Tabela 1. Locais de coleta, com respectivas regiizetos georreferenciados e espécidsinmrphandraspp.
Table 1. Collection sites, with their regions, geferenced data and specigisnorphandra spp.

Cédigo Localidade Regido/Estado Latitude Longitude Altitude Provéasbécie
BOC Bocaitva Norte/MG S17°10' WA43°43' 799 m D. mollisBenth.
BRM Brasilia de Minas Norte/MG S16°10' W44°29' 810m D. mollisBenth.
CAA Centro de Agricultura Alternativa, Montes Claro Norte/MG S16°25' W44°02' 845 m D. mollisBenth.
CAC Cachoeira Norte/MG S17°26' W43°37 657 m  D. mollisBenth.
COJ Coracgédo de Jesus Norte/MG S16°51' W44°09' 738m D. mollisBenth.
DGC Barra do Corda Central/MA S05° 30 w45°14' 83m D. gardnerianaTul.
DGN Barra do Corda Central/MA S05° 30 w45°14' 83m D. gardnerianaTul.
DWF Paraopeba Metropolitana/MG S19° 16' W44°24' 733 m D. wilsoniiRizz.
JAP Japonvar Norte/MG S16°02' w44°14' 798 m  D. mollisBenth.
JEQ Jequitai Norte/MG S17°13' W44°29' 559 m D. mollisBenth.
LON Lontra Norte/MG S15°50' W44°17 843 m D. mollisBenth.
MAR Chapadinha Nordeste/MA S03° 44’ w43° 21" 105 m D. gardnerianarul.
MIR Mirabela Norte/MG S16°16' W44°09' 792 m D. mollisBenth.
OLD Olhos d’Agua Norte/MG S17°26' wW43°37 780 m  D. mollisBenth.
PAT Patrocinio Alto do Parnaiba/MG S18° 56' W46°59' 965 m D. mollisBenth.
PIR Pirapora Norte/MG S17° 20 W44°56' 489 m D. mollisBenth.
RIF Riacho Fundo, Claros dos Pocdes Norte/MG S76°5 wW44°16' 730 m D. mollisBenth.
TOI Palmas TO S10° 00 w48°15’ 625 m Dimorphandrasp.
TOll Palmas TO S10° 00’ w48°15’ 625 m Dimorphandrasp.
TOIl Palmas TO S10° 00 w48°15’ 625 m Dimorphandrasp.
UBE Uberlandia Tridngulo Mineiro/MG S18° 55’ w48° 16' 863 m D. gardnerianarlul.

Te
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Tabela 2. Numeros efetivos {Ninerentes as amostras coletadas sem e com @ntrol
gamético dimorphandraspp. em 21 localidades do Brasil.

Table 2. Effective numbers (Ne) attached to thepsasnwith and without control gametes
Dimorphandraspp. in 21 locals in Brazil.

Acessos N°de Plantas N°de Sementes Ne sem Ne com controle
controle gamético gamético
BOC 1 62 3,82 3,82
BRM 8 357 29,44 29,98
CAA 10 485 37,02 37,67
CAC 6 152 20,85 21,46
COoJ 6 269 22,11 22,49
DGC 5 678 19,45 19,57
DGN 5 618 19,40 19,53
DWS 1 110 3,89 3,89
JAP 5 171 18,00 18,39
JEQ 4 109 14,06 14,41
LON 5 190 18,18 18,54
MAR 1 266 3,96 3,96
MIR 4 162 14,64 14,90
OLD 5 144 17,67 18,11
PAT 1 48 3,76 3,76
PIR 1 6 2,67 2,67
RIF 9 516 33,71 34,21
TO I 2 93 7,44 7,52
TO Il 3 188 11,34 11,45
TO Il 1 230 3,95 3,95
UBE 1 54 3,79 3,79
Total 84 5.526

YBOC= Bocailva; BRM= Brasilia de Minas; CAA= Cente Agricultura Alternativa, Montes Claros;
CAC= Cachoeira; COJ= Corac¢éo de Jesus; DGCgardnerianacultivada; DGN=D. gardneriananativa;
DWS= D. wilsonii semente; JAP= Japonvar; JEQ= Jequitai; LON= Lpri#AR= Maranhdo; MIR=
Mirabela; OLD= Olhos d’Agua; PAT= Patrocinio; PIR#rapora; RIF= Riacho Fundo, Claros dos Pogdes;
TOI= Palmas; TOII= Palmas; TOIll= Palmas; e UBE=ed&ndia).



Tabela 3. Caracterizacao de frutos de 21 acesdosmmphandraspp., com base em 12 descritores quantitativos.
Table 3. Fruit characterization of 21 populatioh®onorphandraspp. based on 12 quantitative descriptors.

Acesso MME COM DIA CSE DSE ESE COR SVF SIF BPE BME MMS
Bocailva 16,24 104,90 25,91 12,04 5,71 4,17 4,00 27 4, 5,64 13,75 8,45 0,23
Brasilia de Minas 25,4 122,11 28,31 11,65 5,51 3,88 2,75 13,50 0,21 19,71 20,58 0,24
Centro de Agricultura Alternativo 11,47 127,62 20,3 11,31 5,12 3,64 3,00 17,64 0,75 20,23 22,40 0,16
Cachoeira 31,00 128,27 31,47 11,71 5,18 3,25 3,33 0,501 1,61 18,60 17,10 0,18
Coracéo de Jesus 18,36 115,39 26,57 11,81 5,27 3,94 3,00 14,44 0,00 17,52 16,66 0,22
D. gardnerianacultivada 20,84 142,91 30,54 11,70 5,40 3,82 2,80 2,5 4,92 7,8 12,50 0,23
D. gardneriananativa 30,07 140,77 29,43 12,19 5,24 3,86 3,80 41,8 5,60 12,1 12,90 0,22
D. wilsonii 44,02 180,22 36,36 15,89 6,86 3,72 4,00 2,00 11,86 8,57 7,44 0,34
Japonvar 16,56 133,22 32,64 12,29 5,84 3,55 1,80 4510 0,25 18,57 9,28 0,18
Jequitai 21,86 126,84 33,71 12,67 5,39 3,63 3,00 26 5, 1,14 16,81 9,35 0,21
Lontra 12,61 130,43 28,01 11,33 5,57 3,57 1,00 590 8,22 16,20 11,92 0,26
Maranhé&o 25,91 139,32 28,27 11,57 5,53 3,66 4,00 ,6615 0,24 7,68 8,67 0,23
Mirabela 19,02 122,58 28,06 10,92 5,31 3,85 3,00 A201 0,00 21,43 15,77 0,22
Olhos d’Agua 29,14 113,71 28,04 10,95 5,77 3,69 034 524 7,78 20,83 16,52 0,20
Patrocinio 35,19 156,47 32,89 11,07 6,64 4,50 2,00 9,60 6,60 15,81 8,68 0,25
Pirapora 11,17 111,92 26,68 10,97 5,92 3,82 2,00 80 2, 3,80 12,34 9,79 0,20
Riacho Fundo 24,01 133,79 30,86 12,49 5,36 3,60 6 3,5 14,03 1,57 21,61 11,01 0,22
Tocantins | 12,67 133,63 25,83 10,43 4,81 3,60 4,00 9,60 0,79 11,42 16,00 0,14
Tocantins Il 16,99 109,56 28,08 11,50 4,83 3,51 736 7,35 6,38 11,43 11,22 0,16
Tocantins Ill 14,60 123,02 24,37 10,37 4,45 3,67 005, 16,07 1,27 8,23 5,39 0,17
Uberlandia 24,84 144,33 33,18 11,61 5,00 3,58 3,00 10,60 5,60 8,64 10,06 0,25
Méximo 44,02 180,22 36,36 15,89 6,86 4,50 5,00 47,6 11,86 21,61 22,40 0,34
Minimo 11,17 104,90 24,37 10,37 4,45 3,25 1,00 2,00 0,00 7,68 5,39 0,14
Média 22,13 131,57 29,70 11,86 5,47 3,75 3,10 10,00 3,66 14,73 12,46 0,22

YMMF= massa média por fruto; COM= comprimento dddriDIA= didmetro do fruto; CSE= comprimento da sete; DSE= didmetro da semente; ESSE= espesssenimte; COR= cor da
semente; SVF= sementes viaveis por fruto; SIF= staseinviaveis por fruto; BPE= teor de boro no qmpo; BME= teor de boro no mesocarpo; MMS= massdianda semente.

ee
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo método Neighbmnidg, utilizando a distdncia Euclidiana Média
Padronizada entre 21 acessosDimorphandraspp. com base em 12 caracteristicas quantitatjB&3C=
Bocailva; BRM= Brasilia de Minas; CAA= Centro de risgltura Alternativa, Montes Claros; CAC=
Cachoeira; COJ= Corac¢éo de Jesus; DGC= Barra ddaC&GN= Barra do Corda; DWFB. wilsonii;
JAP= Japonvar; JEQ= Jequitai; LON= Lontra; MAR= @idinha; MIR= Mirabela; OLD= Olhos d’Agua;
PAT= Patrocinio; PIR= Pirapora; RIF= Riacho Fun@gros dos Pocdes; TOI= Palmas; TOIll= Palmas;
TOIll= Palmas; UBE= Uberlandia).

Figure 1. Dendrogram obtained by the Neighbor aginnethod, using the standardized mean Euclidean
distance among 21 accessionsDimorphandraspp. based on 12 quantitative traits. (BOC= Boaail
BRM= Brasilia de Minas; CAA= Centro de Agricultuddternativa, Montes Claros; CAC= Cachoeira; COJ=
Coracgéo de Jesus; DGC= Barra do Corda; DGN= Bari@atda; DWF=D. wilsonii; JAP= Japonvar; JEQ=
Jequitai; LON= Lontra; MAR= Chapadinha; MIR= MirddeOLD= Olhos d’Agua; PAT= Patrocinio; PIR=
Pirapora; RIF= Riacho Fundo, Claros dos Poc¢des=TRdlmas; TOIll= Palmas; TOIlll= Palmas; UBE=
Uberlandia).
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IMPLANTACAO DE COLECAO EX SITU DE GERMOPLASMA, ESTUDO
PRELIMINAR DE DESCRITORES MINIMOS PARA Dimorphandra spp. E
QUANTIFICACAO DA DIVERGENCIA GENETICA ENTRE ACESSOS DE FAVA-
D’ANTA

RESUMO

As espécies de Dimorphandra necessitam de acbes para conservacao da
variabilidade genética. Dentre as formas recomendadas estdo a conservagao ex
situ, por meio de colecdes de germoplasma no campo, via armazenamento de
sementes em camaras apropriadas, e o cultivo in vitro. Este trabalho teve como
objetivos: implantar uma colecéo ex situ de germoplasma das espécies D. mollis
Benth., D. gardneriana Tul. e D. wilsonii Rizz., por meio de manutencédo de
individuos no campo e via sementes; estabelecer uma lista de descritores
minimos para caracterizacdo morfologica dos acessos; caracterizar
morfologicamente os acessos em sua fase vegetativa; e estimar a divergéncia
genética entre 0os acessos com base nos descritores propostos. A definicdo dos
descritores a serem utilizados foi feita apdés uma consulta em literatura sobre os
caracteres mais utilizados e considerados mais relevantes nos trabalhos de
caracterizacdo de germoplasma de espécies perenes, especialmente espécies
arbdreas. Vinte e seis descritores foram utilizados, considerando-se trés etapas
de estudo. Um banco ex situ de germoplasma foi implantado com 123 individuos
representando trés espécies de Dimorphandra. Sementes desses acessos estao

sendo mantidas em condi¢des de baixa temperatura e umidade. Os descritores
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propostos foram eficientes na discriminacdo dos acessos. Pelo método UPGMA,
nas duas primeiras etapas de caracterizagcdo, cinco grupos foram formados,
enquanto, na terceira, seis grupos foram observados, demonstrando a

variabilidade entre os acessos.

Palavras-chave: colecdo de germoplasma; planta medicinal; caracterizagao

morfologica.

ABSTRACT

The variability genetic conservation of Dimorphandra spp. is dependent on specific
procedures. Among the strategies recommended are the ex situ conservation, with
cultivation of the gene bank collection in the field along with storing seeds in
appropriate chambers or even with in vitro cultivation. The aim of this work were:
to start an ex situ collection of D. mollis Benth., D. gardneriana Tul., and D. wilsonii
Rizz., with maintenance of the accessions in field conditions and with seeds
storage; to establish a minimum list of descriptors to morphological
characterization of the accessions; to characterize collected accessions; to
estimate the genetic divergence among the accessions based on descriptors
proposed. The definition of the descriptors was done after a literature search
seeking for the most used and relevant traits pointed in papers about perennial
species characterization. Twenty six descriptors were used in three different
stages of the research. An ex situ gene bank was created with 123 individuals
representing three Dimorphandra species. Seeds of these accessions are being
maintained in low temperature and humidity. According to UPGMA method, in the
two first steps of the characterization five clusters were formed, while in the third

characterization six groups were observed, confirming the accessions variability.

Keywords: gene bank collection; medicinal plant; morphological characterization.

INTRODUCAO
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O género Dimorphandra possui 43 espécies listadas no IPNI (International
Plant Names Index) e, dentre estas, as espécies D. mollis Benth. e D. gardneriana
Tul. sdo exploradas economicamente, principalmente para a extracdo dos
bioflavonoides, rutina e quercetina, utilizados nas industrias farmacoquimicas.
Toda a producéo de rutina e quercetina oriundas de espécies de Dimorphandra é
baseada no extrativismo, o que permite um acréscimo da renda familiar para
populacdes carentes, além da protecdo por parte de alguns coletores no ambito
da néo derrubada dessas arvores. Por outro lado, sdo os frutos verdes que sdo
coletados e vendidos para a industria, impedindo que os individuos coletados
deixem descendentes ao longo de sua existéncia.

Em estudo realizado por Bizerril et al. (2005), foi observada a ocorréncia
de 15 a 272 frutos por arvore, por estacao reprodutiva, e os autores relataram que
a produtividade foi de 95 kg por hectare, uma vez que a densidade era de 30
plantas por hectare. Assim, percebe-se quéo dificil € a coleta desses frutos, e a
conscientizacdo dos coletores da necessidade de deixar frutos na planta para
atingirem a maturacéo.

O extrativismo, como modo de exploracdo econOmica de uma planta
medicinal esta, via de regra, associado ao risco de erosdo genética e mesmo de
extincdo da espécie em questdo. Além do extrativismo, outras formas podem
colocar uma espécie em risco de erosdo genética e algumas delas estdo
associadas as populacfes de fava-d’anta. A falta de protecdo de habitats e a
propensao a incéndios estdo entre os fatores de maior risco (Souza e Martins,
2004). A espécie D. wilsonii inclusive ja esta criticamente em perigo de extingéo.
Endémica do estado Minas Gerais, essa espécie possui menos de 50 individuos
em sua totalidade (Fernandes et al., 2007; Souza et al., 2009).

As espécies de Dimorphandra necessitam de acdes para conservacao da
variabilidade genética. Dentre as formas recomendadas, esta a conservacao ex
situ, por meio de colecdes de germoplasma no campo; via armazenamento de
sementes em camaras apropriadas; e cultivo in vitro. Além da conservacgéo, a
caracterizacao e avaliacdo fazem parte do manejo de colecdes de germoplasma,
potencializando o uso dos acessos (Valls, 2007).

Este trabalho teve como objetivos: implantar uma colecdo ex situ de
germoplasma das espécies D. mollis, D. gardneriana e D. wilsonii, por meio de

manutencdo de individuos no campo e via sementes; estabelecer uma lista de
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descritores minimos para caracterizacdo morfolégica dos acessos; caracterizar
morfologicamente 0s acessos em sua fase vegetativa; estimar a divergéncia

genética entre 0s acessos com base nos descritores propostos.

MATERIAL E METODOS

Os acessos utilizados para a implantacdo da colecdo de germoplasma
foram oriundos de coletas de frutos em 17 acessos de Dimorphandra spp. nos
estados de Minas Gerais, Tocantins e Maranh&o. Treze acessos foram coletados
em Minas Gerais, trés no Tocantins e um no Maranhao (Tabela 1). O namero de
plantas amostradas variou entre uma e dez por acesso, sendo a maioria do
material coletado representado por pelo menos cinco individuos, coletando-se 10
frutos por planta.

De cada planta amostrada nas coletas, 20 sementes foram colocadas para
germinar em tubetes contendo substrato organovegetal Plantmax®, em viveiro de
producdo de mudas do Laboratério de Fitotecnia da UENF. Estas foram
previamente tratadas com fungicida Derosal e escarificadas mecanicamente com
auxilio de pedra de carborundum. Apos a emissdo de dois pares de folhas
definitivas, as mudas foram transplantadas para sacos plasticos com capacidade
de 10 L e mantidas em éarea de convénio da UENF com a PESAGRO-
RIO/Estacédo Experimental de Campos dos Goytacazes, RJ.

A definicdo dos descritores a serem utilizados foi feita apds uma consulta
em literatura sobre os caracteres mais utilizados e considerados mais relevantes
nos trabalhos de caracterizacdo de germoplasma de espécies perenes,
especialmente espécies arbdreas (Keller, 2004). As observacbes de
caracteristicas divergentes entre as plantas, durante o decorrer do trabalho,
também foi util para a determinac&o dos descritores, uma vez que nao ha lista de
descritores especifica para o género Dimorphandra (Bioversity International,
2009).

Devido a auséncia de informacdes especificas sobre esses descritores, e
em funcéo das observacodes feitas ao longo do trabalho, alguns descritores foram

utilizados apenas na primeira etapa e outros apenas na terceira etapa de
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caracterizagao, conforme indicado na Tabela 2. Vinte e seis descritores foram
utilizados, considerando-se todas as etapas, e 0s caracteres foram 0s seguintes:
1) Porcentagem de Germinacdo — observada diariamente e registrada a partir do
momento da emergéncia do hipocoétilo;

2) Dias para germinacdo — numero de dias até a observacéo de 50% das plantas
emergidas;

3) Altura da planta — medida em cm, com auxilio de trena metélica;

4) Altura da 12 insercao foliar — medida com auxilio de régua graduada;

5) Didametro da copa — medida em cm, com auxilio de trena metélica;

6) Diametro do caule — medido com auxilio de paquimetro digital na altura média
entre a insercdo da primeira folha e o coleto;

7) Comprimento do internddio — média de dois comprimentos dos intervalos entre
0 3% e 49 e entre 0 4° e 5° internddios;

8) Numero de folhas primarias — foram consideradas folhas primérias, as folhas
pinadas;

9) Numero de folhas bipinadas — contadas todas as folhas bipinadas;

10) Numero de foliolos — média obtida do nimero de foliolos observados em duas
folhas mais jovens, porém totalmente expandidas;

11) Numero de foliélolos/foliolo — média obtida do nimero de folidlolos nos foliolos
mais jovens, porém expandidos;

12) Pilosidade do caule — avaliada de acordo com escala de notas (1 = glabro; 3 =
pouco piloso; 5 = medianamente piloso; e 7 = muito piloso) entre o terceiro e
quarto noés de cima para baixo. Foi utiizado o dedo minimo para sentir a
pilosidade, uma vez que este € o0 mais sensivel;

13) Pilosidade da folha — avaliada de acordo com escala de notas (1 = glabro; 3 =
pouco piloso; 5 = medianamente piloso; e 7 = muito piloso). Nao foram
diferenciadas as partes adaxial e abaxial,

14) Presenca de “fungo” na folha — foi avaliada a presenca de pequenas
pontuacdes amareladas com aspecto de sintoma de doenca fangica, porém nao
foram encontrados sinais de patbgenos em amostras analisadas;

15) Presenca de cotilédone — foi considerada a persisténcia do cotilédone na
plantula no momento da avaliacdo e quantificado por meio de porcentagem;

16) Numero de brotacdes — numero de brotacdes originadas do caule principal,

17) Comprimento da folha — medida em cm, com auxilio de régua;
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18) Diametro da folha — medida em cm, com auxilio de régua;

19) Comprimento do folidlolo — medida em cm, com auxilio de régua;

20) Diametro do folidlolo — medida em cm, com auxilio de régua;

21) Formato do folidlolo — com base em escala de notas 1= foliololos mais
alongados e com 4pice obtuso; 2= oblongas com apice arredondado; 3= oblongas
com apice com reentrancia;

22) Ocorréncia de danos nas folhas causados por formigas — porcentagem de
individuos com folhas cortadas parcialmente a nervura central,

23) Cor da brotacdo — foram conferidas as notas 1= marrom escuro e 2= r0seo;
24) Cor do caule — marrom acinzentado;

25) Comprimento da estipula — foi medido o comprimento das estipulas em folhas
mais velhas que ainda as continham; e

26) Presenca de resina no caule — quando presente recebeu a nota 1 e, quando
ausente, a nota O.

As avaliacbes foram realizadas em intervalos de aproximadamente cinco
meses, totalizando trés avaliacbes. Foi avaliada a divergéncia fenotipica,
utilizando-se a distancia euclidiana média padronizada e o método de
agrupamento UPGMA. Os dados foram analisados utilizando o programa GENES
(Cruz, 2006).

ApOs a terceira avaliagdo, cinco plantas de cada progénie foram
transplantadas para local definitivo na prépria area de convénio entre a UENF e a
PESAGRO-RIO/Estacao Experimental de Campos dos Goytacazes, RJ, onde,
anteriormente, havia uma plantacdo de eucaliptos. As plantas foram dispostas em
delineamento inteiramente casual, para possibilitar analises estatisticas em

futuras avaliagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 288 individuos que foram utilizados na primeira etapa de
caracterizagdo, apenas 123 permaneceram até a terceira caracterizacéo,
registrando-se uma perda de mais de 50% das plantas. Essa diminuicdo se deu
por alguns motivos, dentre estes, podem ser citados a fragilidade das mudas

guanto ao manuseio, nao tolerando o minimo de flexuosidade do caule, levando a
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quebra; corte por formigas; e doencas nao identificadas. Apesar de uma taxa alta
de mortalidade dos individuos, esse resultado pode ser considerado normal em
funcdo da dificuldade de reproducdo dessas espécies fora de seu habitat natural,
conforme relatos do Engenheiro Agrébnomo Denilson de Oliveira Guilherme
(comunicagdo pessoal) que trabalhou com a multiplicagdo desta espécie no norte
de Minas Gerais (Figura 4). Assim, para uma implantacdo de colecao de
germoplasma ex situ de Dimorphandra spp., considerou-se adequado o numero
de 123 individuos.

Na primeira caracterizagdo, com base em 13 descritores quantitativos,
verificou-se a formacdo de cinco grupos, considerando o ponto de mudanca
abrupta, pelo meétodo hierarquico UPGMA (Figura 1). Os dois acessos
representantes da espécie D. gardneriana foram alocados nos grupos 4 e 5,
juntamente com individuos que representavam as espécies D. mollis; e os trés
acessos, cujas espécies ndo puderam ser identificadas, foram tratados como
Dimorphandra sp.

Ainda na primeira etapa de caracterizacdo, observou-se que 0s acessos
de D. wilsonii foram separados das demais espécies e agrupados em dois
clusters (2 e 3).

Ja para a segunda caracterizacdo, na qual se utilizaram nove descritores,
houve a formacdo do mesmo numero de grupos obtidos pela primeira
caracterizagcdo, embora esses descritores tenham permitido que o0s acessos
pertencentes a espécie D. gardneriana ficassem alocados no mesmo grupo. Em
relacdo as demais espécies, entretanto, ndo foi verificada a mesma eficiéncia na
formacao de grupos.

Por sua vez, a terceira caracterizacdo foi a que melhor discriminou as
espécies estudadas, formando seis grupos, nos quais o primeiro e segundo
grupos continham somente acessos da espécie D. gardneriana; o terceiro grupo
foi formado apenas com o acesso Tocantins lll, que corresponde a uma espécie
ainda néo identificada de Dimorphandra; o quarto grupo reuniu todos 0s acessos
de D. mollis; o quinto grupo reuniu os demais acessos do Tocantins
(Dimorphandra sp.); e 0 sexto grupo, os dois acessos de D. wilsonii.

A primeira avaliacdo ndo conseguiu separar eficientemente os grupos,
tendo em vista que, quanto mais novas as plantulas, maior a similaridade entre

elas. Os valores médios obtidos para altura média e didametro médio da copa
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foram, respectivamente, de 8,00 e 16,12 cm, caracterizando assim um lento
crescimento inicial das espécies, o que dificultou a separagcdo das mesmas
apenas com base no fenoétipo. Assim, poucos descritores foram observados nessa
fase, uma vez que quatro descritores eram da fase de germinacédo. Além disso,
embora o género possua dimorfismo foliar, nesta fase, devido ao pequeno
tamanho das plantulas, observou-se predominantemente a presenca de folhas
pinadas.

A segunda avaliagdo ocorreu quando as plantas estavam com
aproximadamente 10 meses de idade. Nesta fase, obviamente, ndo foram mais
inseridos os descritores de germinacao. A discriminacdo das espécies foi similar a
da formacéo de grupos, obtida na primeira caracterizacdo, porém, uma segunda
espécie pdde ser separada das demais.

Na primeira caracterizacao, ficaram separados 0s acessos pertencentes a
espécie D. wilsonii, enquanto, na segunda, os acessos da espécie D. gardneriana
(Figura 2), o que demonstra certa inconsisténcia dos dados trabalhados. Varios
fatores podem ter influenciado tais resultados, como a deficiéncia de
discriminagdo dos descritores observados, a caracteristica quantitativa desses
descritores, o padrdo da tomada de dados, a época de avaliagdo ou mesmo a
pouca variabilidade entre os materiais estudados. Entretanto, deve-se levar em
consideracdo que nem todos os descritores foram utilizados em ambas as etapas,
tendo em vista ndo se aplicarem a época de caracterizacdo dos acessos, CoOmo
por exemplo, a porcentagem de germinacéo, que foi utilizada somente na primeira
etapa. Deve-se também ressaltar que, a primeira etapa de tomada de dados,
embora feita numa fase bastante precoce, permitiu a discriminacdo de pelo
menos uma espécie. Ja na segunda etapa, houve a possibilidade de
discriminagdo de uma segunda espécie, de modo que, ao se considerar
isoladamente cada etapa de caracterizagdo, foi possivel discriminar pelo menos
duas espécies de Dimorphandra sp.

A formacado de grupos, obtida com base na tomada de dados da terceira
caracterizagdo, foi condizente com as espécies trabalhadas. Este resultado indica
que os itens a seguir contribuiram para melhoria da formacdo de grupos: a)
diferenciacdo do desenvolvimento da planta como um todo; b) insercdo dos
descritores, comprimento e diametro, da folha; comprimento, diametro do foliolo;

ocorréncia de danos e formigas; comprimento das estipulas; e c) tomada de
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dados mais consistente, devido a um melhor conhecimento das plantas, uma vez
que, conforme o desenvolvimento das mudas, um maior aprendizado sobre a
morfologia e a ontogenia das espécies era obtido. Por exemplo, a medida do
comprimento do internddio que, na terceira etapa de caracterizacéo, foi feita em
dois segmentos de cada planta, nas duas primeiras caracterizacdes, fez-se
apenas a medida de um internddio por planta. Apesar de o nimero médio de
individuos por acesso ter sido aproximadamente 17, os internddios alternam,
sendo ora curtos e ora longos. Assim, para a terceira avaliacdo com plantas mais
desenvolvidas, fez-se a coleta de dois comprimentos de internddios, do terceiro
ao quarto né e do quarto ao quinto né de cima para baixo, mostrando, dessa
forma, um internddio curto e outro longo em todas as plantas.

Os coeficientes de correlacdes cofenéticas obtidos nos trés dendrogramas
referentes a divergéncia fenotipica foram crescentes, aumentando da primeira
para a terceira avaliagao, cujos valores foram, respectivamente, 0,8395; 0,8509;
0,9403. Esses valores comparam as reais distancias obtidas entre os acessos
com as distancias representadas graficamente, sujeitas ao acumulo de erro.
Assim, o dendrograma da terceira avaliacdo representa melhor as distancias

originais entre 0s acessos.

CONCLUSOES

a) Existe viabilidade na implantacdo de bancos de germoplasma fora do ambiente
natural (bioma) das espécies do género Dimorphandra;

b) Descritores quantitativos foram eficientes na discriminacdo das espécies na
fase vegetativa. Entretanto, novos caracteres devem ser testados e inseridos
numa possivel lista de descritores para o género;

c) Houve variabilidade genética entre os acessos coletados e, durante as
diferentes etapas de caracterizacdo, foram formados numero de grupos
diferentes; e

d) A idade da planta influencia na eficiéncia da discriminagdo entre 0os acessos, e
plantas com maior periodo de desenvolvimento fornecem resultados mais

confiaveis para andlise da divergéncia genética.
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Tabela 1. Locais de coleta, com respectivas regides, dados georreferenciados e espécies de Dimorphandra spp.

Cdédigo  Localidade Regido/Estado Latitude Longitude  Altitude  Provavel espécie
BOC Bocailva Norte/MG S1710 W4343' 799 m D. mollis Benth.
BRM Brasilia de Minas Norte/MG S16°10° W44°29 810m D. mollis Benth.
CAA Centro de Agricultura Alternativa, Montes Claros Norte/MG S1625' W44902' 845 m D. mollis Benth.
COoJ Coracdo de Jesus Norte/MG S16%1' W44909' 738m D. mollis Benth.
DWF Paraopeba Metropolitana/MG S19° 16 W44024' 733 m D. wilsonii Rizz.
DWS Paraopeba Metropolitana/MG S19° 16 W44°24' 733 m D. wilsonii Rizz.
JAP Japonvar Norte/MG S16902' w4414 798 m D. mollis Benth.
JEQ Jequital Norte/MG S1713 W4429' 559 m D. mollis Benth.
MAR Chapadinha Nordeste/MA S03°44' w43°21" 105 m D. gardneriana Tul.
MIR Mirabela Norte/MG S16°16' W44909 792 m D. mollis Benth.
OLD Olhos d’Agua Norte/MG S1726' W4337 780 m D. mollis Benth.
PIR Pirapora Norte/MG S17°20 W44%56' 489 m D. mollis Benth.
RIF Riacho Fundo, Claros dos Poc¢des Norte/MG S1657 W44°16' 730 m D. mollis Benth.
TOlI Palmas TO S10°00° W48°15’ 625 m Dimorphandra sp.
TOll Palmas TO S10°00’ W48°15’ 625 m Dimorphandra sp.
TOIII Palmas TO S10°00° W48°15’ 625 m Dimorphandra sp.
UBE Uberlandia Triangulo Mineiro/MG S18°55' w48°16' 863 m D. gardneriana Tul.

1%
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Tabela 2. Descritores utilizados nas trés caracterizacbes morfolégicas de
progénies, oriundas de polinizacdo aberta de 17 acessos de Dimorphandra spp.,
conduzidos em Campos dos Goytacazes, RJ.

N° |Descritores /Caracterizacdes 12 22 32
1 | % de Germinagéo X - -
2 | Dias para germinacao X - -
3 | Altura da planta X X X
4 | Altura da 12 insercao foliar X - -
5 | Diametro da copa X X X
6 | Diametro do caule X X X
7 | Comprimento do internédio X X X
8 | Numero de folhas primarias X - -
9 | Numero de folhas bipinadas X X X
10 | Numero de foliolos X X X
11 | Numero de foliélolos/foliolo - X X
12 | Pilosidade do caule X X X
13 | Pilosidade da folha X X X
14 | Presenca de fungo na folha X X X
15 | Presenca de cotilédone X X -
16 | Numero de brotacbes X X X
17 | Comprimento da folha - - X
18 | Diametro da folha - - X
19 | Comprimento do foli6lolo - - X
20 | Diametro do folidlolo - - X
21 | Formato do foliélolo - - X
22 | Ocorréncia de danos, nas folhas, causados - - X

por formigas
23 | Cor da brotagao - - X
24 | Cor do caule - - X
25 | Comprimento da estipula - - X
26 | Presenca de resina no caule - - X
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Figural. Dendrograma obtido a partir de 13 variaveis quantitativas em relacdo a 17 acessos de
Dimorphandra spp., utilizando a distancia Euclidiana Média Padronizada, por meio do método
UPGMA (CCC: 0,8395). Ponte de corte = 1,2. (BOC= Bocailva; BRM= Brasilia de Minas; CAA=
Centro de Agricultura Alternativa, Montes Claros; COJ= Coracédo de Jesus; DWF= D. wilsonii fruto;
DWS= D. wilsonii semente; JAP= Japonvar; JEQ= Jequitai; MAR= Maranhdo; MIR= Mirabela;
OLD= Olhos d’Agua; PIR= Pirapora; RIF= Riacho Fundo, Claros dos Po¢ées; TOI= Palmas; TOII=
Palmas; TOIlll= Palmas; UBE= Uberlandia).
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Figura 2. Dendrograma obtido a partir de nove variaveis quantitativas em relacdo a 17 acessos de
Dimorphandra spp., utilizando a distancia Euclidiana Média Padronizada, por meio do método
UPGMA (CCC: 0,8509). (BOC= Bocailva; BRM= Brasilia de Minas; CAA= Centro de Agricultura
Alternativa, Montes Claros; COJ= Cora¢do de Jesus; DWF= D. wilsonii fruto; DWS= D. wilsonii
semente; JAP= Japonvar; JEQ= Jequitai; MAR= Maranhdo; MIR= Mirabela; OLD= Olhos d’Agua;
PIR= Pirapora; RIF= Riacho Fundo, Claros dos Poc¢des; TOI= Palmas; TOIllI= Palmas; TOIll=
Palmas; UBE= Uberlandia).
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir de 16 variaveis quantitativas em relagcdo a 17 acessos de
Dimorphandra spp., utilizando a distancia Euclidiana Média Padronizada, por meio do método
UPGMA (CCC: 0,9403). (BOC= Bocailva; BRM= Brasilia de Minas; CAA= Centro de Agricultura
Alternativa, Montes Claros; COJ= Coracao de Jesus; DWF= D. wilsonii fruto; DWS= D. wilsonii
semente; JAP= Japonvar; JEQ= Jequitai; MAR= Maranhdo; MIR= Mirabela; OLD= Olhos d’Agua;
PIR= Pirapora; RIF= Riacho Fundo, Claros dos Poc¢des; TOI= Palmas; TOIll= Palmas; TOIll=
Palmas; UBE= Uberlandia).
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Figura 4. 4a) foliolo e foliblolos de Dimorphandra wilsonii Rizz.; 4b) Folha bipinada de
Dimorphandra sp.; 4c) Transplantio das mudas para local definitivo; Muda transplantada do acesso
do Tocantins Il (Dimorphandra sp.).
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Divergéncia genética entre acessos damorphandra spp. com base em
marcadores RAPD

Resumo: O género Dimorphandra é importante por possuir duas espécies
economicamente exploradas para extracdo de flastesm@ela industria farmacoquimica
(D. mollisBenth. eD. gardnerianarull.); ter espécies endémicas do Brasil, tais ¢caf
wilsonii Rizz. eD. jorgei Silva, aléem de uma de suas espécid3inaorphandra wilsonii
Rizz., estar criticamente ameacgada de extingacet®@bndo avaliar a variabilidade entre
acessos d®. mollis Benth.,D. gardnerianaTul. e D. wilsonii Rizz., oriundas de varias
localidades brasileiras, foram realizadas coledrdtos separados por planta em trés
estados brasileiros e 0s acessos coletados forahsamlos por meio da técnica RAPD.
Utilizaram-se vinte sementes por progénie e o DNA dxtraido de folhas definitivas
jovens coletadas emulk. Os dados foram analisados utilizando-se uma mdé&idados
binarios em que o nimero 1 correspondeu a presknbanda, o zero, auséncia da banda.
Para formacdo da matriz de dissimilaridade, fdizatlo o complemento aritmético do
indice de Jaccard e, posteriormente, o agrupanpsitoalgoritmo déNeighbor Joininge
Andlise de Coordenadas Principais (PCoA). O estddmonstrou que existe ampla
variabilidade entre e dentro das espéciesDdrorphandraspp., o qual formou sete
grupos. Apesar da ampla variabilidade genética tatada, as expedicdes de coleta
demonstraram que a maioria das areas amostradass@gsita a perdas de recursos
genéticos de fava-d’anta, devido aos seguinteseftoocorréncia de continua acéo
antropica; propensao a incéndios naturais; dim@mdos dispersores naturais de sementes
(grandes mamiferos frugiveros) influenciando naetsio. Assim, a protecdo destas areas
e a conservacaex situsdo primordiais para manuten¢cdo da variabilidaetica dessas
espécies.

Palavras-chave: fava-d’anta; caracterizacdo molecal; UPGMA; recursos genéticos
vegetais; germoplasma

Abstract: The genuDimorphandrais important economicallgecause it has two species
commercially exploited for the extraction of flavonoids by pharmacochemistry industry (D. mollis
Benth. e D. gardneriana Tull.), having a species endemic to Brazil, such as D. wilsonii Rizz. and D.

jorgei Silva, besides having one of their species, the D. wilsonii critically endangered. Aiming to
evaluate the variability among accessiondDofmollis D. gardnerianaand D. wilsonii
germplasm collection expeditions to collect fruiighree Brazilian states were made and
the accessions collected were analyzed by RAPDnfywseeds per progeny were studied
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and the DNA was extracted from definitive youngviesharvested in bulk. The data were
analyzed using a binary matrix in which numbersnd 4 matched respectively with
absence and presence of bands. Dissimilarity matas performed using Jaccard Index
and clustering analysis was done with Neighbor idginalgorithm and Principal
Coordinate Analysis (PCO). This study showed thatd is wide variability among and
within Dimorphandraspp. species and seven clusters were formed. Howdespite of
large genetic variability observed, the collectierpeditions showed that most areas
sampled are exposed to “fava-d’anta” genetic ressutosses because of the following
factors: continuous anthropic disturbance; pronefim®; diminishing of natural seeds
dispersers (large frugivorous mammals). Thus, tleteption of these areas aed situ
conservation are essential for maintenand@imforphandraspp. genetic variability.

Keywords: fava-d’anta; molecular characterization; UPGMA; genetic resources;
germplasm

INTRODUCAO

A demanda por plantas medicinais nativas do Brtasile a aumentar com as
descobertas de substancias que ainda ndo podahtiks sinteticamente. Esse € 0 caso
da fava-d’antaldimorphandraspp.), cujos frutos possuem alto teor dos flavee®iditina
e quercetina, que estao entre os produtos farngicokhmais exportados pelo Brasil, o
qual é responsavel por 50% da producédo mundialeStamo ano de 2008, as exportacdes
geraram US$ 6,2 milhdes FOBrge on boary, estando a rutina em quarto lugar no
rankingdos produtos farmacoldgicos mais exportados (wwiepaborg.br).

Este género ocorre preferencialmente em regidesmado e caatinga, abrangendo
os estados do Amazonas, Bahia, Sdo Paulo, Maraft&éé, Piaui, Ceara, Tocantins,
Pernambuco, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Nitsso do Sul. O numero de
espécies conhecidas no género é variavel, existeldtms que mencionam a ocorréncia de
11 até 43 espécies do gén&imorphandra(Gongalves, 2007; IPNI, 2009). Dentre estas,
a espécie arbore@. mollis Benth. € a de maior importancia medicinal, segyidaD.
gardnerianaTul. A D. wilsoniiRizz. é considerada também potencialmente impertant

As espécied. mollise D. gardneriana exploradas comercialmente, sdo espécies
para as quais ha uma grande preocupa¢do com aaeaxtingdo. Por meio de uma
analise de risco de erosdo genética em 32 populai®b. mollis Benth. no Norte de
Minas Gerais, foi possivel inferir que 40,6% dapylacdes apresentaram risco de erosao
genética maior ou igual a 40%. Dentre os princifatsres de risco que mais contribuiram
destacaram-se 0 extrativismo, a falta de proteghbabitats e a propensao a incéndios
(Souza e Martins, 2004).

JaD. wilsonii, espécie endémica do estado de Minas Gerais,acoafted List of
Threatened Plantda IUCN (nternational Union for Conservation of Nature aNatural
Resourcesna categoria “criticamente em perigo”, e estéalatente com menos de 50
individuos adultos na natureza, localizados em sagaticulares nos municipios de
Paraopeba, Pequi, Lagoa Santa e Sete Lagoas,rodatado de Minas Gerais (Soata
al., 2009).

Para propor medidas que visem a conservacao deogsma ddimorphandra
spp., € necessario conhecer a estrutura genétisa pdpulacdes, assim como a
variabilidade entre as populac¢des. Uma das ferrasertilizadas para este fim é o uso de
marcadores moleculares que permitem inferir sollevergéncia genética entre e dentro
de populac¢oes (Huareg al.,2009).
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Em estudos de conservacao de plantas, a téBandom Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) é indicada para trabalhos com espécies dhscaas geneticamente, raras
ou ameacadas de extingdo, uma vez que sdo uttizaidadores pequenos e de sequéncia
aleatéria, demandam pequena quantidade de mapenial analise e sao relativamente
rapidos (Lacerdat al., 2002). Por se tratar de um género pouco estudagwesente
trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidagmética, por meio da técnica RAPD,
entre os acessos @e mollis D. gardnerianae D. wilsonii, oriundas de varias localidades
brasileiras.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal

Foram realizadas coletas de frutos das espdgiesollis Benth.,D. gardneriana
Tul. e D. wilsonii Rizz. em 20 localidades abrangendo trés estadasldias: Minas
Gerais, Maranhdo e Tocantins (Tabela 1). Foram @matzs areas com elevada acao
antropica, principalmente com extrativismo de fsutte fava-d’anta e areas dentro de
Unidade de Conservacao (Parque Estadual do Lajéayo,

Coletaram-se frutos de uma a dez plantas por aceeedo a maioria acima de
cinco plantas, em funcdo da disponibilidade vead& no momento da coleta. De cada
planta coletada, foram selecionadas 20 sementesf@anacdo de mudas. As sementes
foram extraidas, escarificadas mecanicamente, aotiicade pedra de carborundum, e
semeadas em tubetes com substrato organovegetehsande vegetacdo. Como padréo
divergente, foi inserido um genoétipo deassia grandisL.f., pertencente a mesma
subfamilia do génerDimorphandra.

Folhas em estadio juvenil foram coletadas karik por progénies provenientes de
57 plantas-mée e do acessoQlgyrandisL.f. Logo apés a coleta, as folhas foram levadas
ao laboratério e maceradas imediatamente. Parteaderial macerado foi congelado em
N, liquido e acondicionado em tubos de 15 mL com tgrdpvidamente identificados, e
armazenados em ultrafreezer a -86 °C. A outra fairtdilizada para extracdo de DNA no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da BEN

Isolamento de DNA Gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizarsio método CTAB (Doyle e
Doyle, 1990), modificado por Dahet al.,(2002). Apos a extracdo do DNA, foi realizada
a quantificacdo em gel de agarose 0,8%. O maraaiiliarado foi o High DNA Mass
Ladder (Invitrogen®, USA). Para visualizacdo das bandasgel, as amostras foram
coradas com uma mistura 8éue Juicecom Gel Redna proporcao 1:1, e a imagem foi
revelada pelo sistenMiniBis Pro.

Analise RAPD

Foram utilizados 20 iniciadores RAPD aleatoriameptas ndo havia referéncias
na literatura, sobre o génddamorphandra para serem seguidas (Tabela 2). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas em termociclador, emdMastercycler gradient
(Eppendorf, em um volume final de 1fL, contendo 10 ng de DNA, 10 mmol*LTris
HCI (pH 8,3); 50 mmol ! KCI; 2,0 mmol * MgCl,; 100 uM de dNTP; 0,4M de
iniciador; e 0,75 U de Taq DNA polimerase. As res;foram submetidas a 45 ciclos de
amplificacdo, apos desnaturacao inicial a 95°Cupominuto. Cada ciclo consistiu de um
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minuto a 94°C; um minuto a 36°C; e dois minutos2aCz Ao final de 45 ciclos, foi
realizada uma extenséo final de sete minutos a.@%QProdutos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em géis de agarose Pdfa.visualizacao das bandas no gel, as
amostras foram coradas com a misturdble Juicecom Gel Redna propor¢cao 1:1, e a
imagem foi revelada pelo sistetniBis Pro.

Analise dos Dados

Os dados foram obtidos pela avaliacdo visual dasddsa mais evidentes e
consistentes nos individuos avaliados. Foi elalzotaa matriz de dados binarios em que
0 numero 1 correspondeu a presenca da banda; pazesé@ncia da banda; e dois; quando
nao foi possivel determinar se a banda estava mieesgl ndo; em funcdo da nao
amplificacdo de um dado acesso para aquele inicidéiara formagdo da matriz de
dissimilaridade, foi utilizado o complemento arittné do indice de Jaccard e,
posteriormente, o agrupamento pelo algoritmo Nkighbor Joining e Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) (Saitou e Nei, 198@wer, 1967). Todas as analises
foram realizadas pelos programas DARwin 5 (Peetiet.,2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 iniciadores utilizados, quatro ndo amplifica fragmentos polimorficos
entre 57 acessd3imorphandraspp. e um acesso dgassia grandid..f. Foram geradas
100 bandas, sendo 94 polimorficas e seis monomadtffdo nimero de bandas polimorficas
por iniciador variou de um a 11, com média de &aisdas por iniciador. O nivel de
polimorfismo obtido por iniciador variou de 60 a0% e a média de polimorfismo foi de
96%. Apenas os iniciadores OPAAl1l, OPAE18 e OPAE26 obtiveram 100% de
polimorfismo, demonstrando, assim, um alto polinsonb entre os gendétipos trabalhados
(Tabela 2). Isto provavelmente ocorreu por se rtrdeaum estudo interespecifico, que
favorece o polimorfismo em detrimento do monomarbs

O dendrograma obtido pelo algoritmo Neighbor Joiningpermitiu separar os
acessos em sete grupos distintos (Figura 1). Csseee8, 35, 40 e 47 foram os mais
distantes, quando comparados com os demais, seadesso 58 pertencente a esp€cie
grandis L.f., cuja subfamilia é Caesalpinioideae, a mestnagéneroDimorphandra.
Importante destacar que os acessos 35, 40 e 4@npentes ao génemorphandra ndo
se agruparam com nenhuma das outras espéciesantppndo houve uma classificacao
taxondmica completa para esses acessos, apenashasennos marcadores RAPD.
Percebe-se que esses acessos estdo distanciadesedsss d®. mollis Benth., D.
gardneriana Tul. e D. wilsonii Rizz., podendo supor que pertencam a uma espécie
diferente. No IPNI The International Plant Names Ingexstéo registradas 43 espécies
deste género, podendo haver equivoco na identificdas espécies pelo coletor.

Os acessos pertencentes a espétiemollis obtiveram uma distancia média
intragrupo, pelo coeficiente de Jaccard, de 0,430408), estando estes alocados em um
mesmo grupo pelo algoritmo d&eighbor JoiningO mesmo foi observado para 0s acessos
de D. gardnerianaTul., porém com valores de distancia média intnagrde 0,3738
(£0,09). A espécieD. mollis foi coletada em treze localidades de Minas Gerais,
abrangendo trés mesorregides deste estado, coamastimaxima de 600 km entre os
locais de coleta. Por sua vez, a espBcigardnerianafoi coletada em um namero menor
de localidades, porém, abrangendo dois estadosaniMan e Minas Gerais. Além disso,
dois acessos de. gardneriana coletados em Barra do Corda (MA), sdo provengedee
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diferentes areas de manejo: uma de area cultivanl#tira de uma regido de ocorréncia
natural. O acesso 29 (Uberlandia, MG) obteve a nthgtancia média entre os acessos de
D. gardneriana que dista fisicamente mais de 2000 km das lca@éid do Maranhao.
Como o numero de relatos @ gardnerianaem Minas Gerais € pequeno, prospecc¢des
neste estado, visando a coletas dessa espécien gedele grande valia no futuro.

Dados obtidos por Oliveirat al. (2008), ao trabalharem com 44 genétipoDde
mollis Benth., por meio de marcadores RAPD, oriundoseile Iscalidades do norte de
Minas Gerais, indicaram que as populagfes séoittddas por gendtipos proximos, visto
terem observado um grau de polimorfismo baixo. gtagicia maxima entre os locais de
coleta deste trabalho foi de 270 km.

Os dois acessos @k wilsonii, oriundos de Paraopeba (MG), ficaram com distancia
de 0,3594, restritos em um mesmo grupo pEmhbor Joining Em 2007, quando foram
coletados esses dois acessos, havia registro dmsapeze plantas identificadas desta
espécie, todas localizadas fora de areas protegataslocais impactados pela acao
antropica (Fernandet al., 2007). Ainda assim, observa-se que ha variab#éidaure os
genotipos estudados.

Pela analise de coordenadas principais (PCoA), dhotoncordancia com o
agrupamento obtido pelo algoritmo d&leighbor Joining demonstrando uma
confiabilidade na formacéao de grupos.

Os resultados obtidos pelos algoritmos demonstraoércia dos marcadores
moleculares do tipo RAPD, para o estudo de divad®dgenética entre os acessos de
Dimorphandraspp. Outros trabalhos tém demonstrado a confiioié deste marcador em
plantas aldgamas, como por exemplo, o estudo aglalipor Pamidiamarat al. (2009), os
quais avaliaram a diversidade genética interespagiior meio de marcadores RAPD e
AFLP, entre acessos do génelatropha, predominantemente alégamas, uma vez que
possuem plantas monoica®s autores concluiram que ambos os marcadorem fora
eficientes e concordantes e que podem ser empregdidentemente para identificacdo
de hibridos interespecificos, selecdo assistida rparcadores e manejo de recursos
genéticos. Leagt al. (2010), estudando a eficiéncia do marcador RARDiceossatélites
em linhagens de milho pipoca, concluiram que analsatecnicas fornecem informagdes
consistentes e podem ser utilizadas para estutlaesidade genética em milho pipoca.

Este estudo demonstra que, apesar de a maiorireks coletadas sofrer continua
acao antrdpica, ser propensa a incéndios e ddfcren dispersdo de sementes, uma vez
que ha uma diminuicdo dos dispersores naturaisdgesamamiferos frugiveros), ainda ha
ampla variabilidade entre e dentro das espécid3irderphandraspp. Assim, a protecao
destas areas e a conservaedositusdo primordiais para manutencdo da variabilidade
genética dessas espécies.
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Tabela 1. Locais de coleta, com respectivas regifaes georreferenciados e espéciddidmrphandraspp.

Cadigo Localidade Regido/Estado Latitude Longitude Altitude Provavel espécie
BOC Bocailva Norte/MG S17°10 W43°43' 799 m D. mollisBenth.
BRM Brasilia de Minas Norte/MG S16°10° W44°29' 810m D. mollisBenth.
CAA Centro de Agricultura Alternativa, Montes Claro Norte/MG S16°25' W44°02' 845 m D. mollisBenth.
CAC Cachoeira Norte/MG S17°26' WA43°37 657 m D. mollisBenth.
CcOoJ Coracgédo de Jesus Norte/MG S16°51" W44°09' 738m  D. mollisBenth.
DGC Barra do Corda Central/MA S05° 30 w45°14' 83m  D. gardnerianaTul.
DGN Barra do Corda Central/MA S05° 30 w45°14' 83m D. gardnerianarl ul.
DWF Paraopeba MG S19° 16' W44024' 733 m D. wilsonii Rizz.
JAP Japonvar Norte/MG S16°02' w4a4°14' 798 m D. mollisBenth.
JEQ Jequitai Norte/MG S17°13' W44°29' 559 m D. mollisBenth.
LON Lontra Norte/MG S15°50' W44°17" 843 m D. mollisBenth.
MAR Chapadinha Nordeste/MA S03° 44' w43° 21" 105 m D. gardnerianarlul.
MIR Mirabela Norte/MG S16°16' W44°09' 792 m D. mollisBenth.
OLD Olhos d’Agua Norte/MG S17°26' WA43°37 780 m D. mollisBenth.
PAT Patrocinio Alto do Parnaiba/MG S18° 56' W46°59" 965 m D. mollisBenth.
PIR Pirapora Norte/MG S17° 20 W44°56' 489 m D. mollisBenth.
RIF Riacho Fundo, Claros dos Pocdes Norte/MG ST6°5  W44°16' 730 m D. mollisBenth.
TOI Palmas TO S10° 00 Ww48°15’ 625 m Dimorphandrasp.
TOll Palmas TO S10° 00’ w48°15’ 625 m Dimorphandrasp.
TOll Palmas TO S10° 00’ w48°15’ 625 m Dimorphandrasp.
UBE Uberlandia Triangulo Mineiro/MG S18° 55' W48s'1 863 m D. gardnerianar ul.

YBOC= Bocailiva; BRM= Brasilia de Minas; CAA= Centle Agricultura Alternativa, Montes Claros; CAC= :
cultivada; DGN=D. gardneriananativa; DWS=D. wilsonii semente; JAP= Japonvar; JEQ= Jequitai; LON= LpMwR= Maranhdo; MIR= Mirabela; OLD= Olhos d'Agua;
PAT= Patrocinio; PIR= Pirapora; RIF= Riacho Fun@igros dos Poc¢bes; TOI= Palmas; TOII= Palmas; FCPldimas; e UBE= Uberlandia).

@Gaeira; COJ= Coracdo de Jesus; DAT=gardneriana

8S
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Tabela 2. Numero de bandas polimérficas e monooasfi obtidas por marcadores
moleculares RAPD em S8ulksde progénies, de 21 acessoda@orphandraspp., com
base em 16 iniciadores.

Cddigo do _ Bandas Bandas % de marcas
iniciador Sequencia 5 3 polimérficas monomorficas polimérficas
OPAAl1l ACCCGACCTG 8 1 89
OPA12 TCGGCGATAG 8 0 100
OPAA16 GGAACCCACA 6 0 100
OPAA18 TGGTCCAGCC 4 0 100
OPAA19 TGAGGCGTGT 9 0 100
OPAEO06 GGGGAAGACA 6 0 100
OPAEOQO7 GTGTCAGTGG 11 0 100
OPAEQ09 TGCCACGAGG 1 0 100
OPAEOQS8 CTGGCTCAGA 3 0 100
OPAE15 TGCCTGGACC 4 0 100
OPAE18 CTGGTGCTGA 3 2 60
OPAE20 TTGACCCCAG 7 1 87,5
OPAWO09 ACTGGGTCGG 6 0 100
OPBO7 GGTGACGCAG 10 0 100
OPB19 ACCCCCGAAG 0 100
OPD19 CTGGGGACTT 4 0 100
Total 16 96 4 96
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Figura 1. Dendrograma de divergéncia genética é&ttqgrogénies, oriundas de 20 acessos
de Dimorphandraspp. eCassia grandid..f., utilizando o coeficiente de Jaccard, por meio
do algoritmo deNeighbor Joiningcom base em dados moleculares (RAPD).nollis[1-
25-27; 31-34; 36-38; 41; 44-4d). gardneriana[29; 39; 43; 48-57]D. wilsonii[28; 30];
Dimorphandrasp [35; 40; 47]; €assia grandi$58]
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Figura 2. Diagrama de dispersdo das 57 progéniasndass de 20 acessos de
Dimorphandraspp. eCassia grandisL.f., nos eixos 1 e 2, obtidos por Analise de
Coordenadas Principais (PCoA).
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CONSERVACAO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE FAVA-D'’ANTA: ESTUDOS
PRELIMINARES PARA GERMINACAO DE SEMENTES E
MICROPROPAGACAO.

RESUMO

Espécies do género Dimorphandra, sob extrativismo intenso, estdo correndo risco
de erosao genética. E a espécie D. wilsonii Rizz. esta, criticamente, ameacada de
extincdo. Objetivando o estabelecimento de uma colecdo de germoplasma de
espécies potencialmente econdmicas do género Dimorphandra, este trabalho teve
como objetivos especificos: definir protocolos para a germinacédo de sementes in
vitro; avaliar diferentes meios de cultura e métodos de desinfestacdo de sementes
e embrides; e avaliar a viabilidade do cultivo in vitro de segmentos de raiz, caule e
folna. Para os ensaios com germinagao in vitro, o tempo de 48 horas de
embebicdo com agua desionizada estéril foi suficiente para retirada de embrides
integros. O tempo de desinfestacdo da semente, com hipoclorito de sodio a 0,5 %
por 15 minutos, foi o mais eficiente. JA& a desinfestacdo do embrido com
cotilédone teve melhor resultado quando feita na concentracdo de 0,2 % de
hipoclorito de sodio por 10. Quanto ao meio, o agar-agua foi o mais eficiente para
germinacao in vitro de Dimorphandra wilsonii Rizz. Ap6s a germinacdo dos
embrides, nos meios de cultura WPM, a adi¢do de sacarose permitiu a producgéo
de plantas mais verdes e com maior numero de raizes secundarias. Nos ensaios
utilizando micropropagacédo, os segmentos nodais puderam ser utilizados para

multiplicacdo in vitro de germoplasma de Dimorphandra mollis Benth. e de
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Dimorphandra wilsonii Rizz., sendo necessarios ajustes quanto a composi¢ao do
meio de cultura para maximizar o numero de brotacdes e a producdo de novas

plantas.

Palavras-chave: Dimorphandra spp; faveiro; banco de germoplasma; cultivo in

vitro; cultura de tecido.

ABSTRACT

Species of Dimorphandra under intense extractivism are at risk of genetic erosion
and specie D. wilsonnii Rizz. is endangered species. Aiming to establish an in vitro
germplasm collection of potentially economic species of the genus Dimorphandra,
this work had the following objectives: to define the culture medium for seed
germination in vitro; to evaluate different methods of seeds and embryos
disinfection; to evaluate the viability of in vitro culture of root segments, stem
segments and leaf segments. On the seeds and embryos germination assays, 48
hours of soaking in sterile deionised water was sufficient to removal of intact
embryos. The most efficient time for seed disinfection was 15 minutes with Sodium
hypochlorite 0.5%. Instead, for embryo disinfection, the most efficient time was 10
minutes and the Sodium hypochlorite concentration was 0.2%. The most efficient
medium for in vitro embryos germination of D. wilsonnii was the agar-water. After
the germination, the medium WPM with the addition of sucrose led to the
production of plants greener and greater number of secondary roots. For the
micropropagation tests the nodal segments can be used for in vitro multiplication
of germplasm D. mollis Benth. and D. wilsonii Rizz. Adjustment are required on the

culture medium composition to maximize the production of shoots and new plants

Key words: faveiro; genebank; in vitro propagation; tissue culture.

INTRODUCAO
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A fava-d’anta (Dimorphandra spp.), planta nativa do cerrado, é explorada
pela industria farmacéutica para obtencdo dos flavonoides, rutina e quercetina,
além de outros produtos e subprodutos. Estes flavonoides estdo entre os dez
produtos farmacoquimicos mais exportados pelo Brasil (ABIQUIF, 2009),
responsavel por 50 % da producdo mundial de rutina. Como consequéncia, a
exploracdo da fava-d’anta pela industria farmacéutica tem ocasionado um
extrativismo predatorio em alta escala, sendo necessarias medidas para a
conservacao da espécie, que pode ser extinta a médio e longo prazo (Mendes et
al, 2005).

O extrativismo, a falta de protecdo de habitats e a propenséo a incéndios
constituem os fatores de maior risco de erosdo genética de D. mollis Benth. no
norte de Minas Gerais (Souza e Martins, 2004). Outra espécie importante do
género D. wilsonii Rizz. é endémica do estado de Minas Gerais, Brasil, e esta
listada na Red List of Threatened Plants 2006 da IUCN (International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources) na categoria “criticamente em
perigo”. Apds quatro anos de prospeccdes de novos individuos realizadas por
uma equipe multidisciplinar, o numero de individuos adultos observados passou
de 10 para aproximadamente 50 individuos (Souza et al., 2009). Uma outra causa
provavel pelo reduzido niumero de individuos encontrados desta espécie, além
dos fatores citados acima, € a eliminacéao de plantas em areas de pastagem, para
evitar que os frutos sejam ingeridos pelo gado, uma vez que estes sédo abortivos,
causam fotossensibilidade e podem levar os animais a morte. A D. gardneriana
Tul., espécie também explorada comercialmente, pode estar correndo risco de
erosao por fatores semelhantes aos das espécies supracitadas.

O género Dimorphandra possui frutos carnosos, odoriferos e
indeiscentes, com a dispersdo de sementes por mastocoria, ou seja, realizada
principalmente por grandes mamiferos herbivoros, tais como, a anta, veados,
queixadas, entre outros. Porém, em estudo realizado por Bizerril et al. (2005), a
dispersdo observada de frutos foi muito baixa, ficando a maioria sob a planta-
mae, demonstrando, assim, a falta de dispersores no local trabalhado. Por outro
lado, antas em cativeiro aceitaram a dieta com frutos de fava-d’anta, mostrando
que esse mamifero continua potencialmente sendo um dispersor da espécie,
desde que tenha acesso as sementes. Outro fator importante € que 41 % das

fezes de anta, coletadas em regibes de ocorréncia de fava-d’anta, continham
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sementes integras desta espécie. E, ao comparar a germinacdo destas sementes
com outras obtidas diretamente de frutos maduros, ndo houve diferenca
significativa, ficando a germinacdo proxima a 14 %. A integridade da semente,
apos passagem pelo trato intestinal, se da pela dorméncia tegumentar devido a
presenca de lignina (Doéres, 2007). Esta dorméncia pode ser quebrada por acao
mecanica ou quimica. A utilizagdo de acido sulfurico por trés horas € eficiente
para a quebra da dorméncia em sementes de D. mollis Benth. (Silva et al., 2005).
Os autores citam que outra possivel explicacdo para o baixo consumo de frutos
por esses mamiferos possa ser pelo fato de os dispersores originais de D. mollis
pertencerem a megafauna sul-americana extinta (Janzen e Martin, 1982;
Guimaraes et al., 2008).

A necessidade de conservacdo é iminente pelos varios fatores acima
citados. Apesar de a semente de fava-d’anta ser ortodoxa, esta possui dorméncia
tegumentar, com baixo indice de germinacdo e elevada taxa de mortalidade pos-
germinacao. Giuliano et al. (2005) identificaram fungos em sementes de fava-
d'anta e observaram que morreram todas as sementes germinadas e
contaminadas.

Uma das formas possiveis de conservacdo de germoplasma é a
manutencado de plantas in vitro, que permite manter individuos que necessitariam
de grandes areas, para manutencdo no campo, em pequenos espagcos.
Principalmente no caso de plantas ameacadas de extingdo, consegue-se
conservar grande parte do genoma da espécie, além da vantagem de se ter um
individuo cultivado em condi¢des de auséncia de patdgenos.

Na literatura, h4 poucos relatos de cultivo in vitro de Dimorphandra.
Pereira et al. (2001) testaram meios de cultura para a micropropagacéo de fava-
d’anta. Os tecidos utilizados foram cotilédones e hipocétilos. O meio mais
apropriado para enraizamento foi o meio MS (Murashige e Skoog, 1962),
suplementado com 1mg/L de BAP (6-benzilaminopurina) e o tecido que melhor
respondeu foi o cotilédone. E Lourenco et al. (2001) estudaram a producdo de
flavonoides em cultura de células de D. mollis Benth. Contudo, as analises
revelaram que, na cultura de células, houve a produc¢éo de flavonoides, exceto de
rutina.

A conservacédo in vitro de germoplasma € uma realidade para diversas

culturas importantes e ja vem sendo utilizada com sucesso para espécies como
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mandioca, cuja colecdo do CIAT in vitro possui mais de 6.000 acessos; 57
acessos de batata-doce mantidos pelo INTA (Angel et al.,, 1996; Arizio et al.,
2006). Outras espécies vém sendo trabalhadas para a obtencéo de protocolos de
multiplicacéo in vitro para permitir futuros trabalhos de conservacéo, tais como, a
nectarina (Mangarino et al., 2003).

Este trabalho tem como objetivo geral obter protocolo para conservacgao in
vitro de fava-d’anta e estabelecer uma colecao in vitro de germoplasma. Os
objetivos especificos foram: definir condicbes ideais do meio de cultura para
germinacao de sementes in vitro; avaliar diferentes métodos de desinfestacéo de
sementes e embrides; e avaliar a viabilidade do cultivo in vitro de segmentos de

raiz, caule e folha.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no laboratério de cultura de tecidos vegetais
(LFIT/CCTA) da UENF. Todas as sementes trabalhadas foram obtidas de frutos
maduros. Devido a dorméncia, todas as sementes foram escarificadas
friccionando-as em pedra de carborundum, do lado oposto ao hilo para, em
seguida, proceder-se ao tratamento das mesmas. Esse procedimento se fez
necessario para permitir a embebicdo das sementes e facilitar a retirada do
embrido (Lopes e Matheus, 2008). Todos os meios de cultura foram autoclavados
por 20 minutos a 1,5 atm e 121 °C.

Foram realizados cinco ensaios de germinagao in vitro e dois de
multiplicacdo, todos utilizando delineamento inteiramente ao acaso, conforme

descritos a seguir.

Germinacédo in vitro
a) Ensaio 1. Uso direto do embrido sem desinfestacdo da semente

Sementes de Dimorphandra gardneriana Tul., oriundas de Chapadinha,
MA, apés a escarificagdo, foram imersas 10 sementes em agua desionizada ndo
estéril por 18 horas para embebicdo. Em seguida, retiraram-se os embrides com

cotilédones, transferindo-os para camara de fluxo laminar.
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Os embrides com cotilédone foram imersos em é&lcool 70 %, durante um
minuto, e desinfestados em hipoclorito de sédio 0,2 %, por 15minutos. Apés esse
procedimento, foram feitas trés enxaguaduras em agua desionizada estéril nos
tempos de 5, 10 e 10 minutos, respectivamente. Os embrides foram transferidos
para frascos baby food contendo 40 mL de meio de cultura, constituido pelos sais
minerais de MS e as vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 30 g L™ de
sacarose e 100 mg L™ de mio-inositol. O pH foi ajustado para 5,7. Os frascos
foram colocados em sala de crescimento a 27 £ 2 T onde permaneceram no
escuro durante seis dias. Apos esse periodo, foram transferidos para a luz com

1

fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro) e intensidade de 25 umol m? s,

fornecidas por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia.

b) Ensaio 2. Utilizacdo do meio MS para germinacao

Devido ao numero limitado de sementes, foram selecionados seis
acessos oriundos de diferentes localidades. Estes receberam as seguintes
codificagdes: A - Tocantins Il (Dimorphandra sp.); B - Chapadinha, MA (D.
gardneriana); C - D. wilsonii, MG; D - Centro de Agricultura Alternativo, Montes
Claros, MG (D. mollis); E - Lontra, MG (D. mollis); e F - Brasilia de Minas, MG (D.
mollis). De cada acesso, foram selecionadas 55 sementes, totalizando 330.

As sementes, apoOs escarificagdo, foram inseridas em solucdo de
fungicida Derosal® (3mL L) por 15 minutos e, em seguida, foram imersas em
agua desionizada estéril durante 48 horas em Erlenmeyer, vedado com filme de
PVC .

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5 % por 30 minutos, sendo agitadas
periodicamente. ApOs esse procedimento, foram feitas trés enxaguaduras em
agua desionizada estéril nos tempos de 5, 10 e 10 minutos, respectivamente.

Em seguida, os embriées com cotilédone foram devidamente retirados e
colocados em agua estéril para néo desidratarem. Fez-se uma nova
desinfestacdo, porém, utilizando a metade do tempo de imerséo no hipoclorito de
sédio a 0,5 % (15 min) e, posteriormente, foram feitas trés enxaguaduras em agua
desionizada estéril nos tempos de 5, 10 e 10 min, respectivamente (Figura 1).

Os embribes com cotilédone, devidamente desinfestados, foram

inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura, constituido
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pelos sais minerais de MS e as vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 30
g L™ de sacarose e 100 mg L™ de mio-inositol. O pH foi ajustado para 5,7. Estes
foram colocados no escuro durante cinco dias e, em seguida, transferidos para luz
fluorescente OSRAM® luz do dia, fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro), 25 pmol
m?s™ de irradiancia e temperatura de 27+2C (Figura 1).

Apos 73 dias de cultivo in vitro, foi realizado teste de viabilidade em
embrides ndo contaminados e em amostras de sementes dos respectivos
acessos, pelo método do tetrazélio. As sementes foram imersas em solucéo a
0,075 % de Cloreto de 2,3,5-Trifenil Tetrazélio durante seis horas e, em seguida,
avaliadas com relacéo a coloracao.

Figura 1. Experimento de germinagéo in vitro com espécies de Dimorphandra spp.
Correspondente ao ensaio 2 de germinagéo in vitro.

c) Ensaio 3. Tempo de desinfestacdo, concentracdes de sais minerais e fonte de
carbono no meio de cultura WPM

Noventa sementes de D. gardneriana Tul. coletadas no estado do
Maranhao, apos escarificacdo, foram imersas em solucéo de fungicida Derosal®
(3mL L™) durante 15 minutos e, em seguida, foram feitas trés enxaguaduras em
agua desionizada estéril. Posteriormente, em camara de fluxo laminar, as
sementes foram imersas em agua desionizada estéril e deixadas durante 48
horas em Erlenmeyer vedado com filme de PVC. ApGs 48 horas em camara de

fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas em solu¢cdo de hipoclorito de
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sédio a 0,5 % por 10 minutos, sendo agitadas periodicamente. ApOs esse
procedimento, foram feitas trés enxaguaduras em agua desionizada estéril nos
tempos de 5, 10 e 10 min. Logo em seguida, os embrides com cotilédone foram
retirados das sementes e imersos em agua desionizada estéril para evitar a
desidratagéo.

O experimento foi realizado no Delineamento Inteiramente Casualizado
em esquema fatorial 2 x 2 x 2, 0 qual consistiu de dois tempos de desinfestacdo
dos embrides (10 e 20 minutos) com solucao de hipoclorito de sddio 0,2%; duas
concentragcbes dos sais minerais do meio WPM (Wood Plant Medium; Lloyd e
McCown, 1980): WPM e WPM/4 sem ou com sacarose (20 g.L™), com 10
repeticdes por tratamento. O pH do meio foi ajustado para 5,7.

Os tubos de ensaio, contendo meio e embribes com respectivos
cotilédones, foram colocados no escuro durante seis dias a temperatura de 27 + 2
°C e, posteriormente, transferidos para luz fluorescente OSRAM® luz do dia,

1 de irradiancia e

fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro), 25 umol m? s
temperatura de 27+2<T.

A avaliagdo foi qualitativa, realizada semanalmente, até a terceira
semana. As caracteristicas avaliadas foram: contaminacdo por patégenos, em
porcentagem de frascos contaminados; desenvolvimento do embrido (P=
pequeno; M= meédio; G= germinado); cor do cotilédone (E= escuro; C= claro,
normal); abertura do cotilédone (F= fechado; SA= semiaberto; A= aberto, AF=
aberto e com folhas).

d) Ensaio 4. Teste de germinacdo em meio Agar-Agua.

ApoOs escarificacdo e embebicdo durante 40 horas em agua desionizada
estéril, 55 sementes de D. wilsonii Rizz. foram imersas em alcool etilico 70% por
um minuto e, em seguida, desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio a
0,5% durante 15 minutos. ApOs esses procedimentos, foram feitos trés
enxaguaduras em agua desionizada estérii por 5, 10 e 10 minutos,
respectivamente.

Os embrides com o cotilédone foram excisados em céamara de fluxo
laminar com auxilio de bisturi e pinca. Os embrides foram imersos em alcool 70 %

por um minuto e, em seguida, desinfestados em solucao de hipoclorito de sodio a
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0,2 % durante 15 minutos. ApOs esse procedimento, foram feitas trés
enxaguaduras em agua desionizada estéril nos tempos de 5, 10 e 10 min.

ApoOs desinfestados, os embrides foram inseridos em tubos de ensaio de
25 x 150 mm na posicédo vertical, com a parte cotiledonar voltada para cima,
contendo 10 mL de meio &gar-4gua (agua solidificada com 8 g L™ de agar Vetec®)
O pH do meio foi ajustado para 5,7. Os frascos foram colocados em sala de
crescimento a 27 + 2 C, onde permaneceram durante cinco dias no escuro. Apos
esse periodo, foram transferidos para a luz com fotoperiodo de 16:8 horas (luz:
escuro) e intensidade de 25 pmol m? s fornecidas por lampadas fluorescentes
OSRAM® luz do dia.

Os embrides foram avaliados seis dias ap6s a transferéncia para a luz,
quando foram realizadas medi¢cdes com paquimetro digital do comprimento e
didmetro do embrido, medidos em milimetros, além da abertura ou ndo dos

cotilédones.

e) Ensaio 5. Adigéo de sacarose e carvao ativado no meio WPM

A partir do quarto ensaio, apos 17 dias de cultivo in vitro, 40 plantulas
bem formadas e sem contaminacédo foram transferidas para tubos de ensaio de
25 x 25 mm, contendo 30 mL de meio de cultura composto pelos sais minerais de
WPM, em esquema fatorial 2 x 2, com dez repeticbes. Os tratamentos foram
constituidos pelo meio de cultura sem ou com sacarose (4 g L) e sem ou com
carvéo ativado (3 g L™). O pH do meio foi ajustado para 5,7.

Apos 21 dias, foi avaliado o comprimento das partes vegetativas, de
reserva e de raiz propriamente dita. Também foram dadas notas para a
intensidade de verde nas folhas e presenca de raizes secundarias. Para as
caracteristicas quantitativas, foram realizadas analise de variancia e teste de
Duncan de comparacdo de médias, com auxilio do programa GENES (Cruz,
2006).

Micropropagacao
a) Ensaio 1. Cultivo de segmentos de caule, raiz e folha

Duas plantulas, oriundas do ensaio 1 de germinacdo in vitro, foram
seccionadas transversalmente em toda sua extensdo em fracbes de

aproximadamente 1 cm de comprimento. Os segmentos compreenderam: trés
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segmentos de raiz; 19 segmentos nodais e dois segmentos com as gemas
apicais; dois foliolos e dois foliélolos.

Os segmentos foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm),
contendo 10 mL de meio de cultura, constituido pelos sais minerais de MS e as
vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 20 g L™ de sacarose, 100 mg L*
de mio-inositol, 0,5 umol de ANA (acido naftaleno acético), 4,4 umol de BAP
(benzilaminopurina) e 6 g L™ de Agar Vetec®. O pH foi ajustado para 5,7. Os tubos
de ensaio foram transferidos para sala de cultura a temperatura de 27 + 2 °C,
fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro) e 25 pmol m?s™ de irradiancia fornecidos

por luz fluorescente OSRAM® luz do dia.

b) Ensaio 2. Cultivo de segmentos nodais de planta

Foram selecionadas dez plantas jovens de Dimorphandra wilsonii Rizz.,
germinadas em casa de vegetacdo, para o estabelecimento in vitro. Cinco
plantas, identificadas com nameros de 1 a 5, foram colocadas em camara escura
durante trés semanas para induzir o estiolamento. As outras cinco plantas,
numeradas de 6 a 10, foram colocadas em gaiola com tela antiafidica em casa de
vegetacdo na UAP (Unidade de Apoio a Pesquisa) da UENF (Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro) em Campos dos Goytacazes, RJ.
As plantas foram pulverizadas semanalmente com Amistar® (Azoxystrobin) e
Vertimec® 18 CE (Abamectin), ambos sistémicos, nas concentracées de 0,12 g L™
e 0,3 mL L™, respectivamente, para uma prévia desinfestacéo do material.

ApoOs trés semanas de pré-tratamento, as plantas estioladas e néo
estioladas foram levadas para o laboratério e cortadas logo abaixo da sexta
gema, de cima para baixo e, ap0s a retirada das folhas, foram colocadas em
frasco individualizado com agua destilada estéril e transferidas para a camara de
fluxo laminar. Cada segmento de ramo contendo seis gemas axilares foi
submerso por um minuto em &lcool 70 % e, em seguida, desinfestado em solu¢éo
de hipoclorito de sodio 0,5 % por 15 minutos. Apds esses procedimentos, foram
feitos trés enxaguaduras em agua desionizada estéril nos tempos de 5, 10 e 10
minutos, respectivamente. Os ramos foram colocados em solu¢cdo de &acido
ascorbico, esterilizada em membrana Millipore® de 0,22 um (400 mg L™Y), para

minimizar possivel oxidacao.
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Os explantes, constituidos pelas gemas apicais e 0s segmentos nodais
dos ramos foram excisados de cima para baixo e numerados em ordem
crescente. Em seguida, foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm),
contendo 10 mL de meio de cultura, constituido pelos sais minerais de MS e as
vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 30 g L™ de sacarose, 100 mg L*
de mio-inositol, 4,4 pmol de BAP (benzilaminopurina) e 6 g L™ de Agar Vetec®. O
pH foi ajustado para 5,7. Os tubos de ensaio foram transferidos para sala de
cultura a temperatura de 27 + 2 °C, fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro) e 25
umol m?s™ de irradiancia fornecidos por luz fluorescente OSRAM® luz do dia.

A avaliacdo foi realizada apés dez semanas e foram observados os
fatores contaminacdo, numero de brotacdes, interferéncia da posicdo do
meristema na planta e o efeito do estiolamento na producéo de brotagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacédo in vitro

a) Ensaio 1 - Uso direto do embrido sem desinfestacdo da semente.

O tempo de embebicdo das sementes ndo foi suficiente para permitir a
retirada do embrido sem danifica-lo. Em 18 horas, os cotilédones ainda estavam
aderidos ao galactomanano dificultando a retirada de embrides integros. Nos
préximos ensaios, este tempo foi elevado para 40-48 horas.

Neste ensaio, no qual foi testada a germinacao de 10 embrides colocados
em meio MS, observou-se a germinacdo de dois embrides e os demais
apresentaram contaminacao e ndo germinaram. N&o foi feita a desinfestacdo das
sementes, somente dos embrides. Deste modo, foi incluida no segundo ensaio a

desinfestacdo prévia da semente com fungicida e hipoclorito de sédio.

b) Ensaio 2 - Utilizagcdo do meio MS para germinacao

Para quase todos os acessos, 0 tempo de 48 horas para embebicao das
sementes foi suficiente, exceto para as sementes do acesso de Montes Claros, as

quais tiveram que permanecer por mais seis horas imersas em agua, visto que,



73

apos 48 horas, os cotilédones ainda estavam aderidos ao galactomanano,
dificultando a retirada de embrides integros.

Os acessos oriundos do Tocantins, do Maranhao, Montes Claros, Lontra,
Brasilia de Minas e D. wilsonii tiveram 3,7; 50,0; 0,0; 9,0; 11,0 e 26,0 % dos
embrides contaminados, respectivamente. Observou-se que a contaminacao foi
proveniente do embrido com cotilédone e ndo do meio ou do frasco.

O Unico acesso, cujos resultados foram positivos, foi oriundo de Brasilia
de Minas, MG, no qual dois embrides germinaram, emitindo somente parte aérea,
outro embrido aumentou trés vezes em relagédo ao tamanho inicial, mas cessou o
crescimento aos 40 dias ap0s inoculacdo e, em quatro embrides, houve abertura
dos cotilédones, mas sem desenvolvimento dos mesmos. Na germinacdo em
casa de vegetacdo, as sementes oriundas de Brasilia de Minas tiveram valores
mais altos de germinagao comparados com os dos demais acessos, concordando
com o obtido in vitro.

ApoOs 40 dias, ndo houve mais sinais de contaminacdo e nem de
desenvolvimento de embribes, a ndo ser as duas primeiras plantulas que
chegaram a 8,0 cm de altura in vitro. Fez-se entdo um teste de viabilidade dos
embrides, pelo método do tetrazdlio, e todos estavam mortos e as sementes
colocadas no teste, como padrao de viabilidade, estavam viaveis, exceto as de
Lontra, com apenas pontuacdes rosa-claras, demonstrando, assim, uma baixa
viabilidade. O meio no qual estavam os embrides deste acesso ficou claro,
demonstrando auséncia de atividade bioquimica. JA 0os meios com 0s demais
embribes ficaram amarelo-amarronzados, demonstrando liberagcdo de
substancias.

Provavelmente, o tempo de exposicdo ou a concentracdo do hipoclorito
de sdédio inviabilizaram o desenvolvimento dos embrides, apesar de terem sido
eficazes na assepsia, uma vez que a maior porcentagem de contaminacéo foi de
50 %.

Dependendo da espécie, o meio MS completo € o ideal para germinacao
in vitro de algumas espécies arboreas, tais como, ipé amarelo, cagaiteira e mogno
(Couto et al., 2004; Martinnoto et al., 2007; Nery et al., 2008;), mas, para outras
espécies, tais como mangabeira, murici e sucupira, 0 meio MS deve ser a ¥2 ou ¥
da forca (Coelho et al., 2001; Nogueira et al., 2004; Soares, 2005;). A

concentracédo de sais em meio de cultura pode ser elevada ou nédo, dependendo



74

da espécie. Quanto maior a pressdo osmoética menor serd a disponibilidade de
agua para a embebicdo das sementes, e elevadas pressdes osméticas reduzem o

crescimento e afetam o metabolismo celular (Taiz e Zeiger, 2004).

c) Ensaio 3. Tempo de desinfestacéo, concentracdes de sais e fonte de carbono
no meio de cultura WPM

A partir dos resultados do segundo ensaio, optou-se por trabalhar com o
meio WPM (Wood Plant Medium), por ser muito utilizado em trabalhos de cultivo
in vitro de plantas arbdreas e menos concentrado do que o meio MS (Tabela 1).

Os embrides inoculados em meio WPM com sacarose tiveram menor
indice de contaminacdo e, sem suplementacdo com sacarose, nao houve
contaminagao. Todos os tratamentos com WPM/4 resultaram em 100% de
contaminacgao (Tabela 1).

A sacarose é uma das fontes de carboidrato utilizada na cultura de
tecidos, contudo, as vezes, é dispensavel para germinacdo de sementes in vitro.
Além disso, contribui para o desenvolvimento de patdgenos, aumentando a
contaminacdo. Na germinacdo de embrides zigoticos de Astrocaryum spp.,
observou-se que embribes provenientes de frutos imaturos necessitaram de
concentracfes maiores de sacarose, enquanto, nos embrides em estadio maduro,
a necessidade n&o foi superior a 15 g.L™* de sacarose no meio de cultura para as
melhores taxas de germinacao (Pereira et al., 2006).

O tratamento com embrides expostos a solucdo de hipoclorito por 10
minutos e inoculados em meio WPM, com adicéo de 20 g L™ de sacarose, obteve
o melhor resultado, com germinacado de 20 % dos embrides, porém os demais
embrides ficaram escuros (oxidados) e contaminados (Tabela 1).

Os embrides de D. gardneriana Tul. foram sensiveis a exposi¢ao, durante
20 minutos, em solucdo de hipoclorito de sodio, e germinaram melhor em meio
WPM com adicdo de sacarose (Tabela 1), porém com maiores chances de

contaminagao.



Tabela 1. Caracteristicas qualitativas observadas em oito tratamentos, variando o tempo de desinfestacdo, com adicdo de sacarose e
concentracao dos sais minerais do meio WPM na germinacéo in vitro de Dimorphandra gardneriana Tul.

Tratamento Contaminacdo % Desenvolvimento do embrido % Oxidacédo do embrido % Posicdo do cotilédone %
10 min; 0% sac; WPM 0 100 M* 70E;30C 100 A

20 min; 0 sac; WPM 0 10 M 100 E 60 F; 30 SA; 10 A
10 min; 20 sac; WPM 80 20G,80P 80E;20C 60 F; 20 SA; 20 AF;
20 min; 20 sac; WPM 100 100 P 100 E 60 F; 40 SA

10 min; O sac; WPM/4 100 100 M 100 E 10F; 90 A

20 min; 0 sac; WPM/4 100 100 P 100 E 56 F;22SAE22A
10 min; 20 sac; WPM/4 100 100 P 100 E 40 F; 40 A; 20 SA
20 min; 20 sac; WPM/4 100 100 P 100 E 100 F

Y Desenvolvimento do embrido (P= pequeno; M= médio; G= germinado); cor do cotilédone (E= escuro; C= claro, normal); abertura do
cotilédone (F=fechado; SA= semiaberto; A= aberto; AF= aberto e com folhas).
2l Concentracéo de sacarose em g L™.

=74
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d) Ensaio 4. Teste do Meio Agar-agua

Devido a discrepancia dos resultados obtidos nos ensaios preliminares,
elevada taxa de contaminacéo e presenca de grande quantidade de reserva nos
cotilédones das sementes, resolveu-se testar a germinacdo das sementes em
meio agar-agua.

O meio de cultura 4gar-agua permitiu uma taxa de 100% de germinacgéo
dos embrides. Em apenas trés dias, a maioria apresentou desenvolvimento
embrionario. Aos seis dias apods inoculacédo, foi realizada a primeira avaliacéo,
medindo-se o comprimento e o didmetro do embrido. O comprimento médio do
embrido foi de 10,40 mm com valores oscilando entre 1,5 e 25,42 mm. Para o
diametro, foi encontrado o valor médio de 3,46 com valores minimo e maximo de
2,25 e 4,41 mm, respectivamente. Houve ma formacdo em 5 % dos embrides,
provavelmente devido a problemas de endogamia, danos mecanicos ao embrido
ou até mesmo danos quimicos causados pela desinfestacao.

Golle et al. (2009), estudando trés substratos alternativos na germinacgao
in vitro de Pinus taeda L., verificaram que os melhores percentuais de germinacao
foram obtidos com papel filtro e agar-agua. Porém, este Ultimo teve maior indice
de contaminagao.

Souza et al. (2003) testaram 0 meio agar-agua com diferentes
concentracbes do meio MS para a germinacgéao in vitro de Lychnophora pinaster.

Segundo os autores, quanto menor a quantidade de sais, maior a germinacéao.

e) Ensaio 5. Adigéo de sacarose e carvao ativado no meio WPM

ApoOs a germinacao das sementes em meio agar-agua, no ensaio anterior,
as plantulas foram transferidas para novos meios de cultura.

Pelo teste de médias Duncan, houve diferenca significativa entre as
médias dos tratamentos para as caracteristicas comprimento da parte aérea e
comprimento de raiz. O tratamento com carvao ativado e com sacarose foi
significativamente superior ao tratamento sem estas substancias. Os tratamentos
com sacarose ficaram com verde intenso, enquanto 0s sem sacarose ficaram
verde amarelado. O comprimento das raizes foi maior nos tratamentos com
sacarose. A emissao de raizes secundarias foi consideravelmente maior nos
tratamentos com sacarose, ambos com 50 % de plantulas com raizes

secundarias, enquanto os tratamentos sem sacarose tiveram apenas 10 % das
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plantas com raizes secundarias. A presenca de raizes secundarias pode indicar
um aumento das chances de sobrevivéncia quando as mudas forem transferidas

para o campo/aclimatizacdo (Tabela 1; Figura 2).

Figura 2. Resultados parciais obtidos nos ensaios in vitro. (Figuras: 2a. e 2b.) Plantulas oriundas
da germinacéo in vitro de embrides zigéticos de Dimorphandra gardneriana Tul. em meio MS; 2c)
Plantula de D. gardneriana Tull. em meio WPM suplementado com 20 g.L'l de sacarose e 10
minutos de desinfestacdo do embrido em hipoclorito de sédio a 0,2%; 2d.) Embrido com cotilédone
contaminado; 2e. e 2f. germinacédo de embrides zigéticos com cotilédone em meio agar-dgua com
e sem carvéo ativado).
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Micropropagacao
a) Ensaio 1. Cultivo de segmentos de caule, raiz e folha

N&o houve resposta morfogénica nos explantes obtidos a partir de
segmentos de raizes e de folhas. Cada segmento nodal formou cerca de seis a 12
novas brotacdes (Tabela 2, Figura 3).

Figura 3. Formacao de brotagbes em segmento nodal de D. gardneriana Tul.

b) Ensaio 2. Cultivo de segmentos nodais de planta

A desinfestacdo dos segmentos de ramos foi eficiente, uma vez que a
espécie D. wilsonii Rizz. € pubescente, provavelmente contendo papilas e
tricomas na epiderme, como a espécie D. mollis Benth. (Déres, 2007), o que
dificulta a desinfestacgé&o.

O numero de segmentos nodais contaminados foi similar nos dois
tratamentos: 28 % em plantas estioladas e 32 % em plantas ndo estioladas;
contudo, a quantidade de brotacdes foi maior nas plantas estioladas, as quais
formaram 22 Dbrotagbes, enquanto as ndo estioladas formaram apenas 14
brotacdes.

Com relacdo a posicao das gemas ao longo do ramo, os segmentos
nodais intermediarios apresentaram menor contaminacdo e maior formacao de

brotacdes (Tabela 3).
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Tabela 2. Alturas das mudas de Dimorphandra wilsonii Rizz. em cm, para

avaliacao do estiolamento

Planta Altura (cm)
05/08/09  12/08/09  26/08/09 AX (cm)
01 10,2 10,9 14,4 4,2
02 9,3 11,1 12,11 2,81
03 8,9 10,2 11,3 2,4
04 8,5 9,6 10,5 2,0
05 7,4 8,3 10,7 3,3
06 8,4 9,5 11,4 3,0
07 9,4 9,6 9,9 0,5
08 10,6 11,2 11,2 0,6
09 9,1 10,4 10,4 1,3
10 8,1 9,6 10,8 2,7

Tabela 3. Contaminacdo e numero de brotacbes formadas em Dimorphandra

wilsonii Rizz.
Planta Contaminacao (%) Numero de brotacfes
01" 0 8
02 40 4
03 20 3
04 60 3
05 29 4
06 40 1
07 40 2
08 20 5
09 40 1
10 0 5

1 a 5 — plantas estioladas; 6 a 10 — plantas néo estioladas.
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CONCLUSOES

Germinacéo in vitro

O tempo de 48 horas de embebicdo com agua desionizada estéril foi
suficiente para retirada de embrides integros;

A semente deve ser desinfestada com hipoclorito de sédio a 0,5 % por 15
minutos;

A desinfestacdo do embrido com cotilédone deve ser feita na
concentracéo de 0,2 % de hipoclorito de sddio por 10 minutos;

O meio agar-agua foi o mais eficiente para germinacdo in vitro de
Dimorphandra wilsonii.

A adicédo de sacarose permitiu a producao de plantas mais verdes e com
maior numero de raizes secundarias.

Para conclusGes mais definitivas sobre a comparagcdo com a germinacgéo
em casa de vegetacdo, faz-se necesséria a realizacdo de experimentos com um

namero maior de repeti¢cdes, utilizando meio agar-agua.

Micropropagacao

Segmentos nodais podem ser utilizados para multiplicacdo in vitro de
germoplasma de Dimorphandra mollis Benth e de Dimorphandra wilsonii, sendo
necessarios ajustes quanto a composicdo do meio de cultura para maximizar o

namero de brotacdes e a producdo de novas plantas.

CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo final, ou seja, a conservacdo de germoplasma de fava-d’anta in
vitro sO sera alcancada apds a definicdo de protocolos eficientes para
multiplicac&o in vitro e, posteriormente, a manutencdo dessas espécies em cultivo
minimo. Os resultados alcancados, até o0 momento, definiram os procedimentos
basicos a serem adotados no estabelecimento de explantes constituidos por
embrides zigoticos e segmentos nodais in vitro com relacéo a desinfestacéo e aos
meios de cultura basicos e também definiram os tipos de explantes a serem

utilizados.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O género Dimorphandra € importante por possuir duas espécies
economicamente exploradas para extracdo de flavonoides pela indastria
farmacoquimica (D. mollis Benth. e D. gardneriana Tull.); ter espécies endémicas
do Brasil, tais como, a D. jorgei Silva e D. wilsonii Rizz., além de ter esta ultima
espécie na categoria criticamente ameacada de extingdo. O extrativismo, a falta
de protecéo de habitats e a propensao a incéndios constituem os fatores de maior
risco de erosdo genética deste género. Portanto, este requer acdes voltadas para
conservacdo da variabilidade genética. Este estudo teve como principais
objetivos: coletar; caracterizar e estimar a divergéncia fenotipica entre acessos de
Dimorphandra spp. provenientes de diferentes localidades do Brasil, com base em
descritores vegetativos e de frutos; avaliar a variabilidade por meio de marcadores
moleculares RAPD; implantar uma colecao ex situ de germoplasma, por meio de
manutencdo de individuos no campo e via sementes; estabelecer uma lista de
descritores minimos para caracterizagdo morfoldégica dos acessos; definir
protocolos para a germinacao de sementes in vitro e micropropagacao.

Em funcéo dos resultados, pode-se concluir que:

1- O numero de plantas amostradas, aproximadamente cinco individuos por
acesso, foi eficiente para caracterizar e estudar a divergéncia fenotipica dos

acessos trabalhados.
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Sao necessarias mais coletas, nas respectivas areas, para aumentar o numero
efetivo populacional e garantir, com maior precisdo, o0 minimo de erosdo
genetica.

Houve variabilidade fenotipica entre os acessos estudados, com base em
descritores morfologicos de fruto, e a formacdo dos grupos foi concordante
com a origem e a espécie.

E possivel manter acessos de Dimorphandra spp. em condi¢cbes de campo
fora do bioma cerrado.

Os 26 descritores propostos foram eficientes na discriminagéo dos acessos.

O estudo da divergéncia (fenotipica e genotipica), com base em descritores
quantitativos de parte vegetativa e marcadores moleculares RAPD,
demonstraram que ha variabilidade entre os acessos estudados.

Para a germinacéo in vitro, o tempo de 48 horas de embebicdo das sementes,
com agua desionizada estéril, foi suficiente para retirada de embrifes integros.
O tempo de desinfestacdo da semente com hipoclorito de sédio a 0,5 %, por
15 minutos, foi o mais eficiente.

O tempo de desinfestacdo do embrido com cotilédone teve melhor resultado
quando na concentracao de 0,2 % de hipoclorito de sédio por 10 minutos.

10- O meio agar-agua foi o mais eficiente para germinacéo in vitro de D. wilsonii

Rizz.

11- A adicdo de sacarose no meio de cultura WPM permitiu a producao de

plantas mais verdes e com maior numero de raizes secundarias.

12- Para os ensaios utilizando micropropagacgéo, os segmentos nodais podem ser

utilizados para multiplicagdo in vitro de germoplasma de D. mollis e de D.

wilsonii.
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