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Capitulo 1 — CONSIDERACOES GERAIS

CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1.Introducgao

Muitas espécies da familia Bignoniaceae sdo conceituadas por seu
valor medicinal. Entre elas podemos citar as do género Tabebuia, Tecoma,
Catalpa e Zeyheria, tendo esse ultimo apenas dois representantes no Brasil:
Zeyheria montana e Zeyheria tuberculosa (Bureau & Schumann, 1997) .

Z. montana Mart. é conhecida no Brasil como bolsa de pastor, o extrato
aquoso de suas raizes é indicado, pela medicina popular, no combate de
doencgas da pele e como agente anti-tumoral. As raizes e caules dessa espécie
contém varias naftoquinonas e a substancia majoritaria com 0,011% ¢é o
lapachol. Esse valor representa 19 vezes o teor de lapachol encontrado em
Tabebuia avellanedae que tem sido considerada a principal fonte dessa
substancia (Jacome et al, 1999). A essa naftoquinona tém sido atribuidas as
atividades anti-inflamatdrias (Almeida et al 1990), anti-ulcera gastrica (Goel et
al, 1987), anti-neoplasica (Favaro et al, 1990) e anti-microbiana (Ali et al, 1998;
Oliveira et al, 2001). As folhas contém principalmente triterpenos e
flavonoides.

O extrativismo constante de plantas medicinais, em regides endémicas,
tem comprometido as populagdes naturais de espécies nativas o que tem
levado a extingdo muitos grupos de plantas cuja atividade farmacoldgica ja esta
preconizada assim como também comprometidas e extinguidas aquelas em
que os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos ainda séo insipientes ou
inexistentes.

Atualmente, os trabalhos realizados na area de conservaciao tém
contado com o recurso da tecnologia do Sistema de Posicionamento Global
(GPS) que, ao plotar dados de localizagdo geografica em mapas, permite
correlacionar individuos, populagdes, ecossistemas, biomas com dados de

topografia, geologia, pedologia, geomorfologia, hidrografia etc. A analise
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desses dados associados ao teor de metabdlitos secundarios, pode fornecer
informagdes importantes quanto a influéncia desse fatores no metabolismo da
planta e, até mesmo, na atividade biologica dela. Além disso o sistema de
geoprocessamento permite mapear areas onde se encontra a maior
diversidade de uma espécie sendo uma ferramenta utili e atualmente
indispensavel em programas de conservagao in sito e ex sito.

No mundo todo ha varios programas de conservagao in situ e ex situ de
recursos genéticos de plantas cultivadas e ndo domesticadas, cuja meta
principal & proteger o patrimbnio genético de espécies potencialmente uteis.
Segundo Villalobos & Engelmann (1995), de todo material vegetal do mundo
conservados em colegdes ex situ as plantas medicinais representam apenas
0,07%.

Uma das principais questdes relacionadas com essa baixa porcentagem
de colecao de plantas medicinais é o alto custo de manuten¢ao dos bancos de
germoplasmas. Atualmente, a utilizagdo de marcadores moleculares tem
representado uma alternativa viavel de redugcdo desse custo, uma vez que
permite caracterizar os acessos e, com isso, apenas os individuos que
realmente representam a diversidade da espécie, s&o conservados.

Técnicas de cultura de tecidos tém sido apontadas como ferramentas
uteis na conservagao e propagacao de plantas medicinais (Hannweg et
al,1996; Ajith et al, 1998; Rao et al 1998; McCartan & Van Staden, 1998;
McCartan & Van Staden, 1999;). As plantas medicinais aldgamas produzidas
por sementes, em geral apresentam grande variabilidade genética, portanto,
geram quimiotipos com teores de principios ativos variaveis e agao bioldgica
diversa. A micropropagacado tem sido usada como uma das técnicas mais
viaveis para a producao de clones elites com caracteristicas superiores quanto
o teor de metabdlito secundario e atividade bioldgica.

A conservagao de recurso genético através de bancos de germoplasma,
por meio de colegcbes de sementes, individuos adultos ou cultura de tecido é
atualmente a medida mais viavel para preservar espécies silvestres
potencialmente uteis. Conservar esses materiais € uma necessidade premente

tendo em vista a velocidade com que os habitats vém sendo destruidos ou
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transformados pelas diversas atividades humanas. As consequéncias disso sao
a redugédo drastica da viabilidade genética ou mesmo extingdo de espécies, a
subdivisdo de habitats, a formagdo de novos ambientes, o0 aumento das
condicbes de estresse, a mistura de conjuntos génicos antes isolados, a
intensificagdo da hibridacao introgressiva e mesmo a origem de novos taxa.
Considerando as informagdes acima expostas, o presente trabalho teve
por objetivo fazer um estudo multidisciplinar com Z. montana vizando a
conservagao dessa espécie. A diversidade genética foi avaliada por meio do
marcador molecular RAPD. Foram realizados estudos de propagagao
sexuadada e assexuada (micropropagacao) e, também, a quantificagdo de
metabdlitos secundarios de interesse. Com as informagdes geradas por esse
trabalho consideramos estar de alguma forma, dando uma pequena
contribuicdo para o que foi estabelecido e preconizado no Brasil, em 1992, na
Eco 92, com os acordos da Agenda 21 e Convengao sobre a diversidade

biolégica.

1.2. Revisao de Literatura

O aumento da populagdo do mundo, assim como a necessaria elevagao
da qualidade de vida de seus habitantes, particularmente nos paises em
desenvolvimento, esta gerando um aumento consideravel na demanda de
produto agricola, seja em relagao a alimentos ou mesmo a fitoterapicos. Essa
demanda tem estimulado a expansao de areas cultivadas para habitats
silvestres o que tem comprometido a biodiversidade de grandes biomas. Essa
realidade mostra para todas as nagdes a necessidade urgente de se investir
recursos financeiros e humanos no desenvolvimento de tecnologia e
conhecimento sobre a conservagao de recursos genéticos.

A biotecnologia, em seu sentido amplo, € o conjunto de técnicas que
utiliza os seres vivos e suas propriedades para a producdo de bens, e nos
ultimos anos, tem permitido, através da biologia molecular, com as diversas

técnicas de marcadores moleculares, associada a cultura de células, tecidos e
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orgaos in vitro, o desenvolvimento de técnicas eficientes de conservagao de
espécies vegetais potencialmente uteis (Toribio & Celestino,2000).

As plantas produzem substancias destinadas ao seu crescimento a
exemplo dos polissacarideos, agucares e proteinas, os quais sdo considerados
compostos do metabolismo primario. Elas sintetizam, também, compostos
especiais, denominados metabdlitos secundarios, que sdo produzidos por
diferentes rotas metabdlicas gerando uma imensa diversidade de estruturas
quimicas dentro da classe dos alcaldides, flavondides, cumarinas, terpendides
etc. Os metabdlitos secundarios exercem importantes papéis de protecao
contra microorganismos, herbivoros, intempéries ambientais, além de
interferirem em processos simbidticos e atragdo de polinizadores (Briskin,
2000). Sao também fontes armazenadoras de carbono e nitrogénio que
retornam ao metabolismo primario quando isso é requerido pela planta. O
balanco entre a atividade do metabolismo primario e secundario da planta é
dindmico e pode ser consideravelmente afetado pelo crescimento da planta,
diferenciagao dos tecidos, fase vegetativa e estresse ambiental.

Mais de 100.000 compostos secundarios de plantas ja foram isolados e
identificados e, a cada ano, centenas de novas descobertas tém aumentado
esse numero (Verpoorte et al., 1998). Muitos desses compostos sao
consumidos, diariamente, por ndés na forma de dentifricios, sabonetes,
perfumes ou mesmo ingeridos de alguns alimentos, condimentos, chas,
xaropes etc.

O consumo de cosméticos e medicamentos, elaborados a partir de
produtos naturais, tem crescido nos ultimos anos e isso tem estimulado
empresas como a Merck a investir 10% de seus recursos financeiros em
pesquisas com novas substancias de origem vegetal (Nader & Mateo, 1998).
Apesar do grande consumo direto ou indireto e, também, do investimento
financeiro de muitas empresas em produtos naturais esses, sem duvida
alguma, tém sido pouco estudados em relagao ao seu potencial farmacolégico.

Especialistas em mercado financeiro estimam que as vendas, no varejo,
de produtos derivados de plantas medicinais situam-se na ordem de US$ 15

bilhdes por ano. Destes, US$ 7 bilhdes sdo gerados na Europa, US$ 3 bilhdes
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nos Estados Unidos, US$ 1 bilhdo na América Latina e os restantes US$ 4
bilhdes na Asia e na Africa. Estima-se, ainda, que o volume de vendas ira
triplicar nos préximos dez anos. O maior crescimento € esperado nos Estados
Unidos seguido da América Latina e da Europa (Grunwald, 1997; Calixto,
2001).

A eficacia e seguranga de muitas plantas medicinais ja foram
comprovadas cientificamente o que as legitimizam como recurso terapéutico
benéfico e indispensavel a humanidade. Entretanto, ha problemas de varios
niveis que limitam seu uso. Entre eles podemos citar:

e Dificuldade de identificacdo botanica, muitas plantas possuem
semelhangas morfologicas que s6 podem ser distinguidas por especialista.

e Algumas espécies sintetizam os metabdlitos secundarios em
concentragdes muito baixas, o que exige processos de extracdo dispendiosos e
elaboracdo de fomulagdes farmacéuticas complexas. Os exemplos mais
importantes sdo os das substancias com atividade anti-cancer.

e Algumas espécies apresentam enorme variabilidade genética com
alteragdes quanti e qualitativas nos metabdlitos secundarios o que dificulta a
obtencao de droga padronizada.

e Muitas espécies estdo sob forte pressao antrdpica, expostas a erosao
genética e redugdo drastica de populagdes endémicas o que dificulta sua
utilizacao em larga escala.

A cultura de células e tecidos pode ser empregada no sentido de
resolver ou minimizar alguns dos pontos citados acima, seja na multiplicagéo
sistematizada de plantulas elites, pelo processo de micropropagacido ou seja
na producdo de metabdlitos secundarios que tenham relevancia do ponto de
vista terapéutico e que por algum tipo de impedimento ndo podem ser
produzidos por sintese.

A producgao de células e tecidos vegetais por meio de cultura de calos,
de raizes, de plantulas, de células em suspensao, fusdo de protoplasto etc.
sdo estabelecidas a partir dos objetivos que se pretende alcancar.

Varias técnicas podem, por exemplo, auxiliar na sele¢cdo de sementes ou

propagulos para domesticagao e multilplicagéo de plantas.
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A grande maioria das plantas medicinais sdo coletadas em hatitat natural
e por maior que seja o numero de individuos numa localidade, ndo sao
suficientes para atender a uma demanda constante e ininterrupta,
principalmente, quando a espécie tem multi-usos. Apenas o cultivo
sistematizado pode garantir producdo regular e em larga escala. Para se
estabelecer sistemas de cultivo adequados se faz necessario material
propagativo como sementes, tubérculos, estolées, enfim, algum tipo de
estrutura que permita a multiplicagdo da planta alvo.

Muitas espécies mecidinais apresentam problemas com as sementes ou
com partes vegetativas que limitam a sua multiplicagdo em escala. E para
essas espécies que as técnicas de cultivo in vitro sdo indicadas. Exemplos
importantes sao: espécies de Dioscorea, Digitalis, Chlorophytum, Pysichotria
ipecacuanha, Commiphora wightii, Taxus brevifolia, Cinchona etc.

A germinagdo de sementes, de algumas espécies medicinais, pode
aumentar muito quando sao utilizados procedimrntos de cultura de tecidos,
principalmente quando as sementes apresentam dorméncia, endosperma
reduzido, ou grande infestacdo de microorganismos (Fay, 1992).

A micropropagacdo € a técnica de maior aplicabilidade da cultura de
tecido e tem sido utilizada para multiplicar centenas de espécies medicinais.
Essa técnica é usada rotineiramente para multiplicar gendtipos selecionados,
ou para substituir acessos que tenham adquirido caracteres indesejaveis como
baixa produtividade e susceptibilidade a doengas. Plantas que sao cultivadas
em larga escala, fora de seu centro de origem, também tém sido
micropropagadas como, por exemplo, a Atropa belladonna, Rauwolfia
serpentina, Dioscorea floribunda, varias espécies de Mentha etc.

O declinio no teor de principios ativos ou de 6leos essenciais, em
plantas medicinais, € comum quando estas sdo cultivadas por longos periodos
e submetidas a varios cortes. Nesses casos, renovacao e reintroducdo de
plantas sdo necessarias quando se deseja manter alta produtividade desses
constituintes ativos para a manutengdo de programas de cultivo viaveis
economicamente. Espécies de Mentha, Citronella e Cymbopogon tém sido

micropropagadas em larga escala para atender a esses programas.
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Eclipta alba (L) Hassk. € uma Asteraceae cosmopolita, possui atividade
anti-hepatotoxica que €& atribuida a dois cumestanos: wedelolactona e
demetilwedelolactona. As sementes dessa espécie apresentam boa
germinacao, entretanto o estabelecimento de um cultivo em escala, a partir de
sementes, visando a producido de extratos € inviavel, uma vez que apresenta
diferentes quimiotipos com produgao irregular dos compostos de interesse.
Franca et al (1995) desenvolveram a micropropagacgéo a partir de segmentos
nodais dessas espécies e estabeleceram um protocolo eficiente para produgao
em escala de E. alba. Esse tipo de propagag¢ao promove o desenvolvimento de
estruturas morfologicamente pré-existentes e a exposicdo de segmentos
nodais a concentragbes adequadas de fitoreguladores e nutrientes estimula a
quebra de dorméncia das gemas axilares promovendo uma rapida
multiplicacdo de novas plantulas.

Protocolos de micropropagagdo de Maytenus aquifolia e Maytenus
ilicifolia, espécies que também apresentam quimio e morfotipos, foram
desenvolvidos nos laboratorios da Unidade de Biotecnologia da UNAERP
visando ao cultivo em escala. Plantas micropropagadas apresentaram a
mesma produtividade em fitomassa e o mesmo perfil quimico das matrizes
doadoras de explantes (Pereira et al, 1994; Pereira et al 1995). A mesma
metodologia de propagacgao in vitro foi desenvolvida com o  Stryphnodendron
polyphythum (barbatim&o) cuja atividade cicatrizante é atribuida aos taninos
presentes na casca da arvore (Franga et al, 1995).

Pothomorphe umbellata, uma espécie medicinal também conhecida
como caapeba ou pariparoba, esta inscrita na farmacopéia brasileira devido a
sua acao anti-ulcera, colagoga e anti-hepatotéxica. Recentemente, foi isolado
dessa espécie um composto denominado N-benzoilmescalina que tem
atividade bactericida contra Helicobacter pylori (Ilsobe, et al 2002).
Micropropagacgao via organogénese direta a partir de segmento de folha foi
estabelecida com objetivo de se obter plantulas em escala para cultivo
convencional, uma vez que as sementes apresentam graves problemas com a

germinacgao (Pereira et al, 2000).
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Atualmente, as técnicas de biologia molecular com marcadores do tipo
RAPD, AFLP, RFLP e microsatelite ttm permitido conferir a fidelidade genética
dos clones obtidos a partir da micropropagacdo. Estudos realizados com
Angelica acutiloba e Angelica sinensis cultivadas na Asia, utilizando
marcadores do tipo RAPD e RFLP, mostraram a proximidade genética
existente entre as plantas avaliadas e, os acessos que foram micropropagados
a partir de Angelica acutiloba, quando comparados a planta matriz, ndo
apresentaram bandas polimorficas (Watanabe et al, 1998). Angelica sinensis,
espécie extremamente popular na China, contém ligustilido como
componente majoritario do 6leo essencial e a planta é utilizada por mulheres
para regular a menstruacao, e também, para prevenir doencgas vasculares.

Achillea millefolium é uma espécie medicinal utilizada em varios paises
da Europa e América e consta nas principais farmacopéias do mundo devido
sua acao anti-inflamatoria atribuida ao azuleno e agao espasmaédica devido a
presenca de flavondides. Entretanto, ha quimiotipos nessa espécie que
apresentam substancias alergénicas, o que compromete a questdo de eficacia
e segurancga da droga. Além disso, espécies denominadas Achillea asplenifolia,
A. roseoalba e A. collina sdo quase sempre confundidas com A. millefolium
devido a semelhanca morfolégica. Wallner et at, (1996) desenvolveram um
protocolo de micropropagacéo de Achillea e avaliaram a proximidade genética
de todas essas plantas com objetivo de encontrar uma metodologia adequada
para avaliar diferentes acessos de Achillea. Os resultados obtidos, com
marcadores do tipo RAPD e RFLP, apontaram variagcbes intra e
interespecificas nos materiais avaliados e num dos clones foi registrado uma
mutacado, o que permitiu constatar variabilidade criada sob condi¢des in vitro.

Gavidia et al. (1996) selecionaram 15 plantas de Digitalis obscura,
espécie medicinal que produz cardenolideo e, apdés quantificarem esse
composto em todos os acessos selecionaram a planta que apresentou maior
teor da droga e a micropropagaram por dois anos consecutivos. Apds esse
periodo, compararam o perfil genético do clone e da matriz, concluindo que o
protocolo de micropropagacgao utilizado preservou a integridade genética do

material estudado e esse resultado foi corroborado pelas analises realizadas
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em CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) cujos cromatogramas
mostraram similaridade entre o clone e a matriz.

Estudos realizados sobre fidelidade genética usando RAPD também
foram conduzidos com plantas micropropagadas de Zingiber officinales e os
resultados foram semelhantes aos obtidos com Digitalis obscura, ou seja dos
quinze “primers” utilizados todos promoveram bandas monomorficas
confirmando a fidelidade genética entre clones e plantas doadoras de explante
(Rout et al, 1998).

Uma importante aplicabilidade da cultura de tecidos é a conservagéo
de germoplasma in vitro. Segundo Villalobos & Engelmann (1995) de todo
material vegetal do mundo conservado em cole¢bes ex situ as plantas
medicinais representam apenas 0,07%.

As colegdes in vitro, além de conservarem acessos que sejam
representativos da diversidade genética das populagdes naturais, permitem
fornecer um fluxo constante de explantes e plantulas com excelentes condi¢des
fitossanitarias . A conservagao de germoplasma in vitro pode ser realizada com
sementes sintéticas, fragmentos de tecidos e 6rgaos, assim como a partir
aglomerados celulares.

Os diferentes tipos de estruturas vegetais podem ser conservados sob
dois diferentes sistemas: o primeiro € conservado por curto ou médio tempo
sob condi¢cdes de temperatura que variam de 12 a 18°C e o meio de cultura é
suplementado com compostos promotores de estresse osmoético e substancias
que retardam o crescimento; o0 segundo sistema é realizado a temperatura
de -196°C em nitrogénio liquido e é denominado criopreservacao. Diferentes
sistemas de criopreservagao tém sido desenvolvidos para preservar gemas
apicais, embrides zigoticos e somaticos, calos e células em suspenséo.

Mannonen et al. (1990) trabalharam com células de Catharanthus
roseus e Panax ginseng com o objetivo de estudarem a conservacdo dessas
células em dois diferentes sistemas. Células de P. ginseng, com teor de 37,22
mg/g de ginsenosideo, foram preservadas em O6leo mineral e também
criopreservadas. Apos a regeneracado das células, no primeiro sistema houve

reducédo drastica no teor de ginsenosideo (0,89 mg/g) enquanto o material
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criopreservado se manteve com o mesmo teor (37,22mg/g), resposta
semelhante foi obtida com os teores de ajmalicina e catharantina em células de
C. roseus.

Tubérculos de Diocorea sado fontes de saponinas esteroidais e a
diosgenina é considerada, sob o ponto de vista econémico, a mais importante
substancia dessa classe por ser matéria prima para a industria farmacéutica
que a converte em derivados esteroidais. Malaurie et al. (1993) estabeleceram,
no centro ORSTOM, em Montpellier na Franga, um banco de germoplasma in
vitro de Dioscorea, com acessos de 11 espécies coletados em diferentes
paises, inclusive no Brasil. Esses autores determinaram que 12 individuos
por clone, com duas replicatas, € o numero adequado para garantir que o
material introduzido no banco de germoplasma esteja assegurado do ponto de
vista da conservacao dos acessos.

Na Unidade de Biotecnologia Vegetal varias espécies de plantas
medicinais estdo sendo introduzidas no Banco de Germoplasma de Plantas
Medicinais do Cerrado (UNAERP), onde os protocolos de conservagao in vitro
foram estabelecidos como parte de um projeto tematico dentro do programa
Biota/Fapesp. O Biota € um programa que tem como objetivo inventariar e
caracterizar a biodiversidade do Estado de Sao Paulo, definindo os
mecanismos para sua conservagao, seu potencial econdmico e sua utilizacao

sustentavel.
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CAPITULO 2 - Propagacdo Sexuada

Avaliagao do indice de germinagcdo de sementes de Zeyheria montana

Mart. coletadas em trés Estados brasileiros

RESUMO: Zeyheria montana € uma espécie arbustiva conhecida no Brasil
como bolsa de pastor. Tintura das raizes tem sido popularmente utilizada para
eliminar tumores e, as folhas para combater inflamag¢des de modo geral. Neste
trabalho, foram avaliados indices de germinagédo de sementes de Z montana
coletadas nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias e também a
influéncia do periodo de armazenamento das sementes e incidéncia de luz na
germinagdo. Foi constatado que os indices de geminagdo das sementes
coletadas nos diferentes estados Brasileiros diferem entre si, provavelmente
em decorréncia da variabilidade genética existente entre os acessos estudados
ou devido aos distintos graus de maturagdo e ou qualidade fisiolégica. A
incidéncia de luz nao interferiu na germinagéo. A exposi¢cao das sementes a
temperaturas sub-zero mostrou comportamento ortodoxo, porém elas néo séo

longévoas.

Palavras chave: conservacao, fotoblastia, propagagéo sexuada

CHAPTER 2 - Sexual Propagation:

Germination ratio of Zeyheria montana Mart. Seeds collected in three

different States of Brazil

ABSTRACT: Root extracts of Zeyheria montana a shrub species well known in

Brazil as bolsa de pastor, have been popularly used to eliminate tumors and

leaf extracts to combat general inflammations. In this work, seeds of Z. montana
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collected in the states of Sdo Paulo, Minas Gerais and Goias were evaluated for
germination and influence of the period of storage and light incidence. It was
verified that germination rates of the seeds collected in the different states of
Brazil varied significantly, probably due to the genetic diversity existent among
the studied accesses or to different stages of maturation and physiologic
quality. Light didn't interfere on germination. Seeds exposed to sub-zero

temperatures showed orthodox behavior, but they are not longevous.

Keywords: conservation, photoblasty, sexual propagation,

2.1.Introducao

Zeyheria montana (Figura 1) é descrita, botanicamente, como arbusto
medindo de 1 a 3 m de altura, flores andréginas, folhas de disposi¢gao oposta,
compostas, pecioladas, geralmente com 5 foliolos. Possui inflorescencia do tipo
panicula terminal e flores tubulusas, de coloragcdo amarela. Seu fruto ,
considerado capsula loculicida bivalvar, abre-se ao atingir a maturidade,
espalhando grande quantidade de sementes (Figura 2) suborbiculares com 3,5
cm de didmetro. A distribuicdo é restrita ao Cerrado brasileiro ocorrendo em
locais cuja altitude esta entre 350 a 1000 m de elevagédo em relagéo ao nivel do
mar (Flora NeoTropica, 1992).

No Brasil € conhecida como bolsa de pastor e as populagdes que
habitam o Cerrado utilizam a tintura das raizes para eliminar tumores e as
folhas de Z. montana para combater inflamag¢des de modo geral.

Devido a coleta indiscriminada de Z. montana e a devastacdo do
Cerrado, area de ocorréncia natural, esta espécie esta sob forte pressao
antropica e com elevado risco de extingéo.

Para que o potencial de muitas espécies do Cerrado venha a ser
descoberto e utilizado, justificando investimentos significativos em preservagao

e manejo sustentado, € fundamental que estudos de fenologia dessas
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espécies sejam realizados o mais rapido possivel. A revisdo de literatura
especializada mostra que o numero de trabalhos a respeito de fisiologia da
germinagao de plantas endémicas do Cerrado é extremadamente reduzido
frente ao manancial de no minimo 7 mil espécies que aguardam estudos
basicos de propagacao.

Os objetivos deste trabalho foram verificar o indice de germinagéo de
sementes de Z. montana coletadas nos estados de Sido Paulo, Minas Gerais e
Goias bem como a influéncia do periodo de armazenamento das sementes e

incidéncia de luz na germinacgéo.

Figura 1. Planta adulta de Zeyheria montana Mart.

18
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1cm

Figura 2. Semente de Zeyheria montana Mart.

2.2. Material e Métodos

Todas as sementes utilizadas foram submetidas a tratamento prévio de
descontaminagdo com solugdo de benomil 0.5% (p/v) por 24 horas sob

agitacao.
Experimento 1

Sementes foram coletadas nos Estados de: Sdo Paulo, no municipio de
Pedregulho no dia 15 de junho de 2000 (Lat. 20° 17’ 06”, Long. 47° 26'12”,
Alt.968 m); de Minas Gerais, no municipio de Araxa no dia 19 de junho de
2000, em trés locais diferentes (1Hp- Lat. 19° 36’ 39”, Long. 47° 11’ 46",
Alt.920 m; 2Re - Lat. 19° 36’ 30", Long. 47° 12’ 460’, Alt.850 m; 3Br- Lat. 19°
37 32”7, Long. 47° 10’ 427, Alt.820 m) e de Goias, no municipio de Rio Verde
no dia 20 de julho de 2000 (Lat. 18° 08’ 39”, Long. 49° 57’ 33", Alt.523 m). Uma
semana apos a coleta, as sementes provenientes dos trés diferentes Estados,
apresentando expansao alada, foram colocadas para germinar em caxilhos de
isopor contendo substrato solo e areia 50% e mantidas em casa de vegetacéo
com regas diarias. Os dados de germinagao foram coletados 40 dias apds o
plantio das sementes. O experimento foi realizado com 40 replicatas e repetido

3 vezes. Para a comparacgao das médias foi utilizado o teste de Tukey (p<0,05).

Experimento 2
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Sementes com expansao alada, coletadas no municipio de Pedregulho
no dia 25 de maio de 2001(SP), foram armazenadas em sacos de papel e
mantidas em condicdo ambiente. Apds diferentes periodos de armazenagem
(30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) as sementes foram colocadas para germinar
em papel de filtro umedecido e acondicionado em saco plastico, na sala de
crescimento com temperatura de 23°C (+2) e fotoperiodo de 16 horas/luz onde
permaneceram por 30 dias. O experimento foi realizado com 30 replicatas e
repetido 3 vezes. Para a comparacao das médias foi utilizado o teste de Tukey
(p<0,05).

Experimento 3

Sementes com e sem expansao alada, coletadas no municipio de
Pedregulho no dia 25 de maio de 2001, SP, foram colocadas para germinar
sobre papel de filtro umedecido em agua e mantidas a 25°C, no escuro, sob luz
continua ou sob fotoperiodo de 16 horas/dia. Os dados de germinagao foram
coletados em intervalos de 10, 20, 30 e 40 dias. O experimento foi realizado
com 40 replicatas e repetido 6 vezes. Para a comparacao das médias foi

utilizado o teste de Tukey (p<0,05).

Experimento 4

Trinta dias apdés a coleta, sementes provenientes do Municipio de
Pedregulho, SP, foram enviadas ao laboratério de Controle de Qualidade da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia onde foi determinado o
conteudo umidade inicial das sementes, pelo método de estufa a 105°C por
48 h, com trés repeti¢gdes de cinco sementes. Os resultados foram expressos
em porcentagens médias, com base no peso fresco.

Testes de germinagao foram conduzidos a temperatura de incubagéao de
25°C, substrato rolo de papel, antes e apds a exposicao das sementes por 24

horas as temperaturas de —20°C e —196°C (nitrogénio liquido), com quatro
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repeticdes de 20 sementes cada. Os dados de germinagao foram submetidos

ao teste de analise de variancia (ANOVA), P > 0,5%.

2.3. Resultados e Discussao

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que o indice de
germinacgao de sementes coletadas, nos diferentes Estados brasileiros, diferem
entre si. Isso pode ser em decorréncia da variabilidade genética existente entre
0s acessos estudados, ou de distintos graus de maturagdo ou qualidade
fisiolégia das sementes, caracteristicas estas préprias de plantas néao
domesticadas. O armazenamento das sementes por 6 meses sob condigbes
ambientais, afetou a porcentagem de germinagao das sementes (Tabela 2),
revelando que esse material, quando armazenado por periodo maior que trinta
dias apresenta prejuizo para a germinagdao. Esses resultados foram
semelhantes aos obtidos por Joly & Felippe (1979) que demonstraram que 50
dias apods a colheita, a germinagéo das sementes de Z. montana diminuiu para
37% e apos 125 dias de armazenamento as sementes n&o germinaram.

A incidéncia ou auséncia de luz, assim como a condi¢ao de fotoperiodo
ndo interferiram na germinagéo das sementes de Z. montana. Contudo, diante
dos dados obtidos (Tabela 3), é possivel afirmar que embora ndo tenha sido
registrada diferenga estatistica entre os tratamentos, esta espécie apresenta
tendéncia a ser fotoblastica negativa. Esses resultados estdo coerentes com os
relatados por Joy & Felippe (1978) em trabalho conduzido com Z. digitalis
(sinbnima de Z. montana).

A retirada da expanséo alada foi fundamental para a germinagéo das
sementes que foram inoculadas em papel sob condi¢gdes controladas de
temperatura e luminosidade. A expansao alada nao interferiu na germinagao
das sementes que foram plantadas em substrato solo e areia. Este fato esta
provavelmente relacionado ao tipo de substrato utilizado. Certamente, a

presenca da espansao alada e a alta umidade favoreceram o aparecimento de
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fungos que interferiram e prejudicaram a germinagdo das sementes de Z
montana.

Os resultados observados apdés a exposicdo das sementes as
temperaturas sub-zero, indicam que essa espécie possui sementes de
comportamento ortodoxo. Apesar de nao ter havido diferenga estatistica entre
as porcentagens de germinagdo, antes e apos tratamentos, houve reducéo das
porcentagens finais de geminagao de sementes expostas as temperaturas de —
20°C e —196°C. E possivel que o contetido de umidade das sementes (5,5%)
tenha influenciado nos resultados obtidos apds os tratamentos (Tabela 4).

Um dado relevante sobre as sementes de Z. Montana, que convém ser
ressaltado nesse trabalho, € que a produgcdo anual de sementes foi
inconstante, sendo observada grande incidéncia de sementes no campo, no
ano de 2000, o que nao ocorreu em 2001. Segundo Felippe & Silva (1984)
trabalhos com plantas do Cerrado sao dificultados principalmente pela questao
de coleta e obtencido de sementes de espécies que frutificam num determinado

ano e podem passar longos periodos sem florescer e sem frutificar.
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Tabela 1. Porcentagem de germinacdo de sementes de Zeyheria montana coletadas em
diferentes estados Brasileiros.

Local de coleta da semente % de geminacéo
Municipio de Araxa Hp (MG) 33,33 b
Municipio de Araxa Re (MG) 61,33 a
Municipio de Araxa Br (MG) 38,16 ab
Municipio de Pedregulho (SP) 49,66 ab
Municipio de Rio Verde (GO) 31,33 b

Cv% 32,97

As médias acompanhadas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (0,5%). Cv%=coeficiente de variagéo.
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Tabela 2. Porcentagem de germinacdo de sementes de Zeyheria montana armazenadas de 30
a 180 dias sob condigdo ambiente (28+2).

Tempo de %
armazenamento (dias) de germinacgao
30 90,2 a
60 66,6 ab
90 50,0 bc
120 50,2 bc
150 33,3c
180 30,5¢
Cv% 34,00

As médias acompanhadas das mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (0,5%). Cv% = coeficiente de variagao.

Tabela 3. Porcentagem de germinagcdo de sementes de Zeyheria montana sob condi¢coes
controladas de temperatura e luminosidade na presenca e auséncia de expanséo alada.

Tempo Escuro Fotoperiodo Luz continua
(dias) Sem EA Com EA SemEA ComEA SemEA ComEA
10 56,25 aA 0 56,25 aA 0 56,25 aA 0
20 68,75aA 6,00 a 75,00 aA 0 56,25aA 7,21a
30 75,00 aA 25,01a 75,00aA 25,00a 56,00 aA 25, 40a
40 75,00 aA 25,55 a 81,25aA 38,00a 50,00 aA 25, 91a
Cv% 28,75 44,41 30,95 48,99 22,22 54,54

As médias acompanhadas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (0,5%). Letras minusculas sdo comparagdo entre médias na mesma coluna e
maiusculas comparacao entre linhas.

EA = expanséo alada

Cv% = coeficiente de variagéo
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Tabela 4. Conteudo de umidade inicial e porcentagens de germinagdo de sementes de
Zeyheria montana antes e apos exposicao a —20°C e — 196°C

Conteudo de Germinacao (%)
umidade (%) testemunha -20°C -196°C

5,5 95a 89a 88a

2.4. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que as
sementes de Z. montana sao ortodoxas, o que possibilita seu armazenamento
sob condi¢des especiais em baixas temperaturas e, a0 mesmo tempo nao séo
longévoas o que dificulta sua conservagao sob condigcbes ambientais assim
como a producido de mudas a partir de sementes colhidas em tempo superior

a trinta dias.
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CAPITULO 3 - Propagacdo Assexuada

Estabelecimento do Protocolo de Micropropagacao de

Zeyheria montana Mart

RESUMO: Zeyheria montana é uma planta medicinal endémica do cerrado
conhecida no Brasil como bolsa de pastor. O extrato aquoso de raizes é
usado na medicina popular para doencgas de pele e como agente antitumoral.
Um protocolo de micropropagacao foi desenvolvido a partir de gemas axilares
advindas de plantulas germinadas in vitro. Neste trabalho foi constatado que as
sementes de Z. montana apresentam elevado indice de contaminacao
enddgena que pode ser controlada com a retirada parcial da expansao alada
da semente antes do inicio do processo de assepsia. O meio basal WP
suplementado com 0,1mg/l de TDZ produzindo 4 gemas por haste e foi
considerado o meio mais adequado para a multiplicagcdo de Z. montana. O
enraizamento in vitro ocorreu em meio WP/2 suplementado com 1mg/L de ANA
e também foi obtido enraizamento das plantulas sob condicbes ex vitro em

casa de vegetacao.

Palavras chave: bignoniaceae, cultura de tecido, planta medicinal

CHAPTER 3 - Asexual Propagation

Establishment of the micropropagation protocol of

Zeyheria montana Mart.

ABSTRACT: Zeyheria montana an endemic medicinal plant of the cerrado

known in Brazil as bolsa de pastor. Z. montana aqueous root extract is

popularly used in the folk medicine for skin diseases and as an anti-tumor
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agent. A micropropagation protocol was developed using axillary buds
harvested from plantletscultured in vitro. In this work was evidenced that Z
montana seeds present high index of endogenous contamination that may be
controlled with the partial retreat of the winged expansion of the seed before
starting surface sterilization. Basal WP medium supplemented with 0.1 mg/I
TDZ, increased shoot proliferation, 4 buds per stem. Rooting was achieved in
vitro using WP/2 medium supplemented with 1mg/L ANA and ex vitro inside a

greenhouse.

Keywords: bignoniaceae, medicinal plant , tissue culture

3.1. Introdugao

A propagacdo vegetativa in vitro denominada de micropropagagéo,
devido ao tamanho dos propagulos, € a aplicagdo mais concreta e de maior
impacto da cultura de tecido. Diferentes tipos de meios de cultura basais, com
diversas variagdes nas concentracdes de micro e macronutrientes, podem ser
empregados para a abtengado de plantulas sob condigéo in vitro. Em geral sao
adicionados também ao meio de cultura fitorreguladores para suprir
deficiéncias dos teores enddégenos de horménios nos explantes que se
encontram isolados das regides produtoras na planta matriz; além de estimular
respostas ao crescimento e elongamento das partes aéreas, de acordo com o
estado fisiolégico dos explantes e estado geral da planta matriz (Grattapaglia &
Machado, 1998).

O crescimento e a morfogénese de tecidos cultivados in vitro dependem
de diferentes fatores: genéticos, fisicos, quimicos e fisiolégicos que determinam
a viabilidade, ou ndo, da conservagao do gendtipo de interesse.

Uma das alternativas para amenizar o impacto da destruicdo da
biodiversidade, principalmente das plantas medicinais, € o desenvolvimento de

pesquisa na area de conservagao ex situ onde espécies vegetais de alto valor
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econbmico ou cultural podem ser conservadas em colegbes no campo, em
camara fria, ou in vitro. A conservagédo de germoplasma in vitro engloba dois
tipos de colegbes, de acordo com o IBPGR (Internacional Board for Plant
Genetic Resources) (Fao,1982 ): conservacao de germoplasma a longo prazo
através de criopreservacao e colecao ativa in vitro em que o germoplasma €&
mantido em crescimento minimo sob condi¢cbes controladas.

A manutencéo in vitro, de espécies medicinais, atende a duas questbes
importantes: a preservagao de gendtipos elites sob condi¢gdes controladas e,
ao mesmo tempo, permite a multiplicacdo em larga escala através da
repicagem de plantulas conservadas.

A conservagao de plantas medicinais do Cerrado em banco de
germoplasma é fundamental como estratégia para garantir a sua sobrevivéncia
e manter a variabilidade genética, possibilitando futuros trabalhos de
prospeccao génica e de metabdlitos secundarios. Assim, qualquer esforgo no
sentido de utilizar espécies medicinais provenientes do Cerrado, passa pelo
processo de estudo sobre a sua conservacédo e caracterizagdo. No que se
refere a agbes de conservagado de plantas medicinais, a adogdo de técnicas
biotecnoldgicas € quesito essencial. (Nodari & Guerra, 1999).

De acordo com Schumacher (1991), o desenvolvimento de protocolos de
micropropagagao sao particularmente uteis em programas de conservagao
quando nao é conhecida a forma de propagagao da espécime em estudo, ou
quando as sementes sao recalcitrantes, possuem baixa viabilidade ou a
perdem em curto periodo de tempo

Centenas de plantas medicinais tém sido micropropagadas com objetivo
de preservacdo e multiplicacdo em grande escala: Afropa belladona
(Schumacher,1991), Catharantus roseus, (Hirata, et al 1994), Maytenus ilicifolia
(Pereira, et al 1995), Dioscorea composita (Alizedehs, 1998), Podophyllum
peltatum (Cerdeira, et al 1998), Mikania glomerata (Pereira, et al 1999). Além
dessas, espécies que crescem no Cerrado também tém sido
micropropragadas com vistas a preservagdao e, entre elas, podemos citar
Gomphrena officinalis (Mercier et al 1992), Stryphnodendron pollyphythum

(Franca et al, 1995) e Hancornia speciosa (Pereira Neto 1996)
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O objetivo do presente estudo foi desenvolver um protocolo de
micropropagacao de Zeyheria montana visando  futuros trabalhos de

conservagao in vitro.

3.2. Material e Métodos

A coleta de sementes e material botanico para confeccdo de exsicatas
foi realizada no municipio de Pedregulho, SP, e a exsicata foi depositada no
Herbario de Plantas Medicinais da Unidade de Biotecnologia Vegetal da
UNAERP com registro HPM-063.

Assepsia:

A assepsia das sementes foi realizada com diferentes agentes
antimicrobianos e a expansao alada foi mantida, retirada de forma parcial,
manualmente, antes da assepsia e, retirada totalmente apés a mesma (tabela
1). Depois do procedimento de assepsia as sementes foram inoculas em meios
WP (Wood Plant) (Smith &McCown,1983) basal e foram avaliadas quanto a
contaminagao em periodos de 30 e 60 dias.

Todos os tratamentos de assepsia foram realizados com trés repeti¢cdes
contendo 40 replicatas cada.

A bactéria presente nas sementes, que sobreviveu ao processo de
assepsia foi submetida a ensaio anti-biograma no laboratério de analises
clinicas da UNAERP, com intuito de identificar a espécie e, ao mesmo tempo,
encontrar um antibiético eficiente para conter a contaminagao dos explantes.

As sementes germinadas in vitro e que nao apresentaram contaminacgao,
forneceram segmentos nodais axénicos de 0,5 cm de altura e foram inoculados
em meio de cultura WP suplementado com Bap (benzilaminopurina, sigma®),
cinetina, sigma® e 2ip (isopentenilaminopurina, sigma®) nas concentragdes de
0,1; 0,5; 1,0; 3,0 e 5,0mg/l e, também, inoculados em meio de cultura WP

suplementado com 0,1; 1,0; 3,0; e 5,0 mg/l de TDZ(thidiazuron, sigma®). Um
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outro experimento foi realizado com as concentragbes 1,0; 3,0 e 5,0 mg/L de
TDZ associadas a 0,1 mg/l de AIA (acido indolilacético , sigma®). As
avaliagbes quanto ao mumero de brotos por explante, numero de gemas por
haste, altura da plantula, porcentagem de calos na base, porcentagem de
vitrificagdo e indice de sobrevivéncia foram realizadas apos 40 dias da
inoculagao do explante.

Plantulas com um par de folhas medindo 1,0 cm de comprimento foram
transferidas para meio de enraizamento, ou seja, WP e WP/2 suplementados
com IBA(acido indolbutilico, , sigma®) ou ANA (acido naftalenoacético, ,
sigma®) nas concentracdes de 0,1 e 1,0 mg/l. Apos 60 dias foram avaliadas as
porcentagens de plantas enraizadas, o numero de raizes, altura da plantula,
porcentagem de <calos na base e porcentagem de sobrevivéncia.
Posteriormente, as plantas enraizadas in vitro foram transferidas para caixilhos
de isopor com 72 compartimentos em forma de cone, com abertura superior 4
X 4 cm contendo substrato terra/areia 1:1,ou areia ou plantimax®, onde
permaneceram em casa de vegetacdo cobertos com um frasco de 5,5 X 8,5
cm por 30 dias e a avaliagdo, quanto a porcentagem de sobrevivéncia, foi
realizada apés 60 dias.

Plantulas sem raiz com 2 cm de altura também foram transferidas para
caixilhos de isopor sob as mesmas condicbes descritas acima. Apds 60 dias
foi realizada a porcentagem de sobrevivéncia das plantulas.

O delineamento experimental adotado nos experimentos foi o
inteiramente casualizado. Os tratamentos realizados com segmentos nodais e
plantulas foram repetidos trés vezes, sendo 10 explantes por repeticéo e, para
a comparagao das médias dos tratamentos, foi utilizado o teste de Tukey ao

nivel de 5%.
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3.3. Resultados e Discussao

Plantas lenhosas, normalmente, apresentam maior dificuldade para o
estabelecimento do protocolo de micropropagacdo do que as plantas
herbaceas as primeiras principalmente por apresentarem crescimento lento e
elevada contaminagdo microbiana enddgena e exogena. Essas contaminagdes
séo dificeis de serem controladas, ou eliminadas sem causar danos ou morte
ao tecido vegetal (Skirvin, 1981; Bonga, 1982).

Ensaios preliminares realizados in vifro na Unidade de Biotecnologia
vegetal - UNAERP, com Zeyheria montana, mostraram elevados niveis de
contaminagao por fungo e bactéria nos explantes advindos diretamente do
campo o que inviabilizou em primeira insténcia, o trabalho de micropropagacéo,
por essa razao, optamos por trabalhar com pléntulas germinadas sob condigéo
in vitro.

Os protocolos de assepsia N° 1 e N° 2 foram ineficientes na
descontaminagdo das sementes introduzidas in vitro (Tab.2). Foi observada
uma contaminagao generalizada por bactéria constatada, de forma mais
pronunciada, apds 2 meses de cultivo in vitro. Algumas bactérias enddégenas
se mantém em estado latente dentro do explante devido, principalmente, a alta
concentracao de sais e sacarose nos meios de cultura. Com o desenvolvimento
e nutricdo dos explantes ha reducdo natural da concentragcdo desses
elementos, o que promove em alguns casos condigdes nutricionais ideais para
o desenvolvimento de determinados tipos de microorganismos enddgenos.

Experimentos de identificagdo de microorganismo revelaram que a
bactéria isolada dos explantes de Z. montana é uma Pseudomonas sp. O
antibiograma realizado com cepas da bactéria isolada mostrou que trés
antibidticos foram eficientes na inibicdo do seu crescimento dela (Tab.3). O
protocolo de assepsia N° 3 nao foi eficiente para conter ou eliminar a
contaminagdo bacteriana, apesar de se ter utilizada solugéo de Cloranfenicol,
um dos antibiético indicados como eficiente no ensaio antibiograma. Esse

problema so foi solucionado de maneira efetiva quando a expansao alada foi
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removida de forma parcial antes da assepsia, resultando em 96% de eficiéncia
ou com a remocao total da expansao alada apdés o procedimento de
desinfeccdo com 99% de explantes sem contaminagéo (protocolos N° 4 e N°
5).

Esse resultado mostra que a expansio alada € uma estrutura propicia
para o desenvolvimento de microrganismo na espécie em estudo e que sua
retirada & fundamental para o sucesso da desinfeccdo dos explantes de Z
montana.

Grandes perdas de material clonal, cultivado in vitro tém sido
registradas, em varios laboratorios comerciais e de pesquisa, devido a
contaminacgao de plantulas por bactérias enddgenas (Cassells 1986; Boxus &
Terzi 1987; Cassells 1990 ) e esta questao é limitante no desenvolvimento de
protocolos de micropropagacéo.

Os experimentos realizados com BAP, cinetina e 2 ip apresentaram,
em geral, um baixo indice de proliferacdo de brotos (m=1,0), altura reduzida
dos mesmos ( 1,3 cm), alta incidéncia de calos na base (tabela 4) além de
apresentarem elevada mortalidade de plantulas. As concentragdes 3,0 ou 5,0
mg/l de 2ip apesar de ndo apresentarem respostas diferenciadas, quanto a
analise estatistica em relagao aos outros tratamentos, foram consideradas as
concentragbes mais adequadas dentro desse grupo de experimentos por nao
apresentarem mortalidade dos explantes.

A utilizagcado de 0,1 ml/L TDZ aumentou a altura das plantulas (2 cm) e
promoveu em média 4,1 gemas por haste (Tab 5). Esta concentracéo foi a
unica que nao apresentou vitrificacdo e também n&o provocou mortalidade nos
explantes. O TDZ estimulou a producédo de calos na base dos explantes em
100% das plantulas, porém isso né&o interferiu no desenvolvimento das
mesmas. A associagdo de TDZ com 0,1 mg/l de AIA demonstrou ndo ser
eficiente para melhorar o desenvolvimento das brotagdos in vitro desta
espécie.

O enraizamento foi obtido em todos os meios testados, sendo que o
mais eficiente foi o0 meio WP/2 suplementado com 1,0 mg/l de ANA onde foi

constatado 70% de plantulas enraizadas (Tab 6). A presenca de calos na base
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das pléantulas enraizadas nao foi prejudicial a aclimatagéo, isso porque as
raizes se formaram a partir do caule e ndo dos calos.

O substrato Plantimax apresentou os melhores resultados, com 73% de
sobrevivéncia para plantulas enraizadas in vitro e 53 % para plantulas que
foram aclimatadas sem o sistema radicular (Tab 7). Esse resultado mostra que
é possivel desenvolver o sistema radicular de Z. montana sob condi¢cbes ex
vitro e que a opcao de sistema in vitro ou ex vitro para o0 enraizamento vai
depender da analise dos custos e producao e do, fluxo de caixa.

Com esses resultados podemos propor que, para o desenvolvimento do
protocolo de micropropagacgao de Z. montana a expansao alada das sementes
deve ser retirada manual e parcialmente antes do processo de assepsia e, 0s
segmentos nodais advindos das sementes cultivadas in vitro devem ser
inoculados em meio WP suplementado com 0,1mg/l de TDZ. O enraizamento

pode ser realizado tanto in vitro como ex vitro.

Tabela 1.Tratamentos de assepsia utilizados para a descontaminagao de sementes de Z.
montana.

Tratamentos Com Sem Benomil | Hipoclorito de célcio Cloranfenicol
expansao expansao (0,5%) (0,5%) (5%)
alada alada 24 horas |30 min 50 min

1 X X X

2 X X X

3 X X X X

4* X X X

5** X X X

*Antes do procedimento de assepsia a expansao alada foi retirada parcialmente.
**Ap06s o procedimento de assepsia a expansao alada foi retirada integralmente dentro do fluxo
laminar.
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Tabela 2. Efeito da assepsia na descontaminagédo de sementes de Z. montana.

% de explantes

Tratamento
contaminados (dias)
(30) (60)
1 36,33a 90,00 a
2 36,33a 86,66 a
(CV%) 9,87 9,24
3 - 79,00 a
4 - 4,00 b
5 - 1.00 b
(CV%) 18.28

As médias foram comparadas entre linhas e aquelas seguidas das mesmas letras ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (0,5%).
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Tabela 3. Antibiograma realizado com Pseudomonas isolada de Z. montana.

Antibidtico Resposta
Amicacina Resistente
Cefotaxima Intermediario
Ceftazidina Sensivel
Ciprofloxacina Sensivel
Cloranfenicol Sensivel
Gentamicina Resistente
Tobramicina Resistente
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Tabela 4. Efeito do tipo e concentragéo de citocininas nos segmentos nodais de Z. montana
inoculados em meio WP.

concentagao BAP
mg/L NC°brotos Altura (cm) % calos % mortalidade
0 1,0a 1,3ab - 40a
0,1 1,0a 1,0b 93a 53a
0,5 1,0a 1,0b 100a 26a
1,0 1,0a 1,0b 100a 43a
3,0 1,0a 1,4a 100a 26a
5,0 1,0a 1,1ab 100a 86a
Cv% 4,66 10,60 5,23 50,36
CINETINA
0,1 1,0b 1,2a 86a 46a
0,5 1,0b 1,3a 80a 66a
1,0 1,0b 1,1a 86a 73a
3,0 1,4a 1,2a 100a 45a
5,0 1,3ab 1,6a 100a 60a
Cv% 12,90 17,30 18,89 47,00
21IP
0,1 1,0c 1,2a 100a 15a
0,5 1,0c 1,3a 100a 52a
1,0 1,1bc 1,1a 100a 40a
3,0 1,3ab 1,3a 100a -
5,0 1,5a 1,5a 100a -
Cv% 10,09 15,16 62,61

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem significativamente entre si na coluna pelo

teste de Tukey (0,5%).
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Tabela 5. Efeito do TDZ e da associagao TDZ e AIA nos segmentos nodais de Z. montana
inoculados em meio WP.

Concentragao TDZ
mg/| N° brotos | N° gemas | Altura | % calos % %
(cm) mortalidade | vitrificaca
o)

0 1,0b 1,0b 1,3ab - 40a -
0,1 1,3ab 41a 2,0a 100a - -
1,0 1,6a 3,8a 1,6ab 100a 71a 46a
3,0 1,3ab 3,5a 1,7ab 100a 38a 57a
5,0 1,2ab 1,7b 1,1b 100a 81a 65a

Cv% 15,88 22,69 22,65 37,49 45,05
TDZ + 0,1 mg/l AIA
1,0 1,0a 2,0ab 1,3a 100a 38a 38a
3,0 1,2a 2,3a 1,3a 100a 65a 38a
5,0 1,0a 1,0b 1,0a 100a 57a -
Cv% 8,25 28,48 10,34 38,39 36,60

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem significativamente entre si na coluna pelo
teste de Tukey (0,5%).
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Tabela 6. Efeito do tipo e concentragdo de auxinas no enraizamento de Z. montana.

Concentragao % N° Altura % %
mg/L raiz raiz (cm) calos mortalidade
WP 43a 1,1a 1,5a 0 29a
WP/2 29a 1,0a 1,2a 47a 13a
Cv% 54,12 11,66 11,80 40,02
WP+0,1 ANA 44a 1,6a 1,5b 55a 31a
WP+1,0 ANA 60a 1,1a 2,2a 60a 26a
Cv% 33,10 39,01 4,93 57,32 37,70
WP+0,1 IBA 53a 1,8a 1,6a 93a 14a
WP+1,0 IBA 33a 2,6a 1,5a 86a 62a
Cv% 42,13 48,86 23,06 12,83 56,40
WP/2+0,1 ANA 29a 0,6a 1,8a 35a 35a
WP/2+1,0 ANA 70a 1,0a 1,4a 66a 0
Cv% 48,87 48,04 16,39 91,28
WP/2+0,1 IBA 53a 1,4a 1,2a 93a 14a
WP/2+1,0 IBA 50a 1,5a 1,7a 33b -

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem significativamente entre si na coluna pelo
teste de Tukey (0,5%).
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Tabela 7. Efeito do substrato na aclimatagao de Z. montana.

40

Tipo de substrato Plantula com raiz Plantula sem raiz
%sobrevivéncia %sobrevivéncia
Terra/areia 67a 33a
1:1
Areia 40a 33a
Plantimax 73a 53a
Cv% 41,57 28,87

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem significativamente entre si na coluna pelo

teste de Tukey (0,5%).

3.4. Conclusoes

Podemos concluir que os resultados apresentados na micropropagag¢ao

sdo satisfatérios, entretanto sugerimos que a fase de multiplicagdo seja

otimizada para que se possa obter brotagdes multiplas, 0 que representara

uma maior eficiénia no protocolo. Esse foi o primerio estudo realizado in vitro

com essa espécie.
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CAPITILO 4 - SISTEMA REPRODUTIVO

Determinacgao do Sistema Reprodutivo

RESUMO: A relagdo Polén/Ovulo de Zeyheria Montana, foi determinada
visando conhecer o seu sistema reprodutivo. Bolsa de pastor, como é
popularmente conhecida, é uma espécie endémica do Cerrado utilizada como
agente antitumoral e antiinflamatério. Nos experimentos foram utilizados 30
botdes de uma populagdo do municipio de Sacramento, MG. Cada teca foi
esmagada sobre ladmina de microscopia e corada com carmim propidnico.
Todos os graos de podlen foram contados com o auxilio de microscopio,
utilizando aumento de 100 x. O ovario foi aberto e todos os 6vulos foram
contados. Foram encontrados em meédia 45 + 6,7 6vulos e 8.560 + 781,0
polens por teca. A relagcao P/O indicou que esta espécie € aldgama facultativa.
Todavia, novos estudos especificos sao necessarios para elucidar outros

aspectos da biologia reprodutiva de Z montana.

Palavras chave: alogamia, , flor, pélen,

CHAPTER 4 - Productive System

Determination of the reproductive System

ABSTRACT: Zeyheria montana or bolsa de pastor as it is popularly called in
Brazil is an endemic species from the cerrado used in folk medicine as anti-
tumor and anti-inflammatory agent. Attempting to understand the reproductive
system of Z. montana a pollen/ovule (P/O) relationship was established.
Buttons (30) from a population collected in Sacramento, MG were used. Each
teca was squashed on microscopy sheet and colored with carmim propionic.

Every pollen grain was counted with the aid of a microscope, zoom range 100
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x. The ovary was opened and the ova counted. Approximately 45 + 6,7 ova
were counted and the average of pollen by teca ranged 8.560 + 781,0. The P/O
relationship indicated that this species is alogamous. Moreover, specific studies
remain necessary to elucidate other aspects of the reproductive biology of Z

montana.

Keywords: flower, pollen, xenogamy

4.1. Introducao

A compreensdo acerca do sistema reprodutivo é de fundamental
importancia para se tentar entender melhor como ocorre a dinAmica dos alelos
nas populag¢des vegetais. As plantas possuem uma notavel flexibilidade sexual
que parece ser evolutivamente conduzida por trés importantes restricoes na
sua histéria de vida: o custo energético da reprodugédo, a necessidade de
produzir progénie geneticamente variavel e a falta de mobilidade das plantas
(Bock & Linhart, 1989). Basicamente, o sistema reprodutivo pode ser sexuado
e assexuado (apomitico), sendo que nas plantas que se reproduzem
sexualmente podemos observar a exogamia e a autogamia, e nas que se
reproduzem assexualmente a reprodugcdo vegetativa e a agamospermia
(Richards 1990). E freqiiente a presenga numa espécie dos dois tipos de
reproducdo uma vez que a apomixia sozinha significa, a longo prazo, um
suicidio devido a falta de variabilidade genética e ao acumulo de mutagdes.

O sistema reprodutivo € influenciado pelo sistema de cruzamento que
por sua vez é determinado pela morfologia floral. Pode-se encontrar na
natureza espécies de plantas hermafroditas, monodicas ou dibicas. Estas
estruturas florais aliadas a outras estratégias adaptativas irdo dirigir o modo de
reproducdo da espécie, determinando, assim, diferentes estruturas genéticas
populacionais.

A Morfologia floral € um fator que esta intimamente ligado ao sistema

reprodutivo, como por exemplo a autogamia, que ocorre somente em plantas
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hermafroditas ou mondicas. Espécies didicas e com heterostilia devem ser de
fecundagao cruzada e, deste modo, as areas dos grupos de vizinhanga sao
grandes, ocorrendo uma diferenciagdo menos pronunciada nas populagées (
Loveless &Hamrick,1984).

Os sistemas de cruzamento determinam o padrao de transmissao
genética e influem na organizagéo da variagdo genética numa populagédo. A
autogamia restringe a heterozigose, reduzindo a variagéo dentro de populagbes
e aumentando a variagédo entre populagdes. Em contraste, a alogamia favorece
o fluxo de genes e reduz a probabilidade de diferenciagdo microgeografica e
subestruturamento de populagées. Mesmo em populagdes alégamas, alguma
autofecundagdo combinada com cruzamentos entre individuos aparentados e
dispersdo de sementes restrita pode levar ao isolamento reprodutivo e a
formagao de subpopulagdes. O estudo dos padrdes de transmissdo de genes,
em populagdes naturais, é importante para se entender a evolugdo e a
manutencao da autofecundacdo, da dioicia e de sistemas de cruzamento que
restringem o numero de reprodutores disponiveis. Ha cinco tipos basicos de
sistemas de cruzamento: (a) predominantemente autégama;
(b) predominantemente aldgama; (c) sistema misto; (d) parcialmente apomitica;
e (e) autogamia parcial de gametdfitos (KEARNS & INOUYE, 1993).

Sistemas de cruzamento sao influenciados por fatores ambientais e, por
serem regulados por genes, sado afetados pela selecdo. Consequentemente, o
sistema de cruzamento pode variar entre populacbes. Mesmo dentro de
populagdes, pode haver diferengas entre individuos na taxa de fecundacéao
cruzada. Por exemplo, as plantas que florescem na extremidade fenoldgica da
floracado podem ser predominantemente autégamas, enquanto as do pico de
floragdo, predominantemente alégamas. As plantas no centro de populagbes
densas podem ser predominantemente alégamas, enquanto as das margens,
predominantemente, autdégamas. Populagdes onde os polinizadores sé&o
abundantes podem apresentar padroes distintos daquelas onde os
polinizadores sao raros. Num mesmo individuo, as flores localizadas nas partes
mais baixas da copa podem ter maior taxa de autofecundagado do que as das

partes mais altas. O modo de polinizagdo, a complexidade arquitetdnica das
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flores e das plantas, bem como o tamanho e a densidade das populagbes
interagem com o controle genético do grau de auto-incompatibilidade para
determinar a taxa de fecundagdo cruzada. (KEARNS & INOUYE, 1993;
BROWN et al, 1989).

4.2. Material e Métodos

O sistema reprodutivo da Zeyheria montana foi determinado pela relagéo
polen/évulo (P/O), segundo metodologia desenvolvida por Cruden (1977). Para
essa determinacdo foram coletados botdes florais em estadio proximo a
antese, com graos de polen completamente formados. Foram utilizadas 30
botdes de uma populagao do municipio de Sacramento.

Os botdes foram coletados no més de novembro de 2002 e
permaneceram em etanol 70%, em refrigerador, até a analise. Foi utilizado
microscopio estereoscopico para a determinagdo do numero de évulos e, a
seguir, foi retirada uma teca da antera e esmagada sobre lamina de
microscopia, sendo adicionado o corante carmim propiénico e agua para
finalizar a montagem da lamina. Todos os graos de polen de cada antera foram
contados com auxilio de microscépio Marca Nikon, utilizando aumento 100x. A

relacéo P/O foi estabelecida utilizando-se a expresséo:

(numero de graos de polen em uma antera) x (numero de anteras por flor)
P/O =

(numero total de 6vulos)
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4.3. Resultados e Discussao

Nas determinacbées do numero de grao de pdlen por antera foram
observados em média 45 + 6,7 6vulos e 8.560 + 781,0 podlens por teca .O
numero de anteras foi sempre 4 contendo cada uma 2 tecas. A determinagao
da P/O foi de 1.506,40 + 183,20 e o log de P/O de 3,17 + 0,5(Quadro 1)
portanto, essa espécie se enquadra na faixa que compreende espécies com
alogamia facultativa (P/O 796,6 + 87,7 a 5859,2 + 936,5 e o log P/O 2,81 + 05
a 3,65 + 0,6), de acordo com os resultados de Cruden (1977).

O conhecimento do sistema reprodutivo € de extrema relevancia uma
vez que interfere no nivel de variabilidade genética de uma espécie, e
determina as interagdes ecoldgicas que favorecem a dispersao de pdlen ou
semente.

O fato dessa espécie ser aldbgama facultativa pode explicar alguns dados
obtidos na andlise genética por RAPD, principalmente a questdo da
variabilidade encontrada dentro das populac¢des estudadas.

O resultado obtido nesse estudo contribuem significativamente na
elucidagédo da biologia reprodutiva da espécie, entretanto trabalhos mais
especificos serdo necessarios para elucidar outros aspectos da biologia
reprodutiva de Z. Montana

Tabela 1. Determinacdo do numero de pdlem e 6évulo por flor de Z. montana.

Flor| N° 6vulos N°pdlem N°pdlem/évulos
por flor por flor
1 48 58.864 1.226,33
2 40 35.728 893,20
3 70 47.512 678,74
4 56 23.760 424,28
5 41 81.912 1.997,85
6 50 59.736 1.194,72
7 60 98.544 1.642,40
8 38 77.264 2.033,26
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9 66 91.280 1.383,03
10 57 92.992 1.631,43
11 55 22.512 409,30
12 28 48.848 1.744,57
13 48 90.032 1.875,66
14 49 32.840 670,20
15 37 89.776 2.426,37
16 44 68.112 1.458,00
17 42 100.872 2.401,71
18 52 57.440 1.104,61
17 36 51.840 1.162,22
20 40 80.352 2.008,80
21 37 71.432 1.930,59
22 39 42.376 1.086,56
23 47 72.960 1.552,34
24 25 51.600 2.064,00
25 40 96.528 2.413,20
26 40 91.672 2.291,80
27 54 104.960 1.943,70
28 34 55.744 1.639,52
29 52 122.568 2.357,07
30 28 44.208 1.578,85

Média P/O 1.506,40

4.4.Conclusoes

Com esse trabalho podemos concluir que a espécie Zeyheria montana é
umaplanta que se reproduz por alogamia facultativa, entretanto mais estudos

Serao necessarios.



Capitilo 4 - Sistema Reprodutivo

4.5.Referéncias

Bock, J.H.; Linhart,Y.B.. The evolutionary ecology of plant. Boulder, Westview,
1989. 600p..

Brown, A. H. D.; Burdon, J. J.; Jarosz, A. M. Isozyme analysis of plant mating
systems. In: SOLTIS, D. E.; SOLTIS, P. S. (Ed.) Isozymes in plant biology.
Portland: Dioscorides Press. 1989. p. 73-86.

Cruden, R.W.. Pollen-ovule rations: a conservative indicator of breeding

systems in flowering plants. Evolution, 31:32-46. 1977.

Kearns, C. A.; Inouye, D. W. Techniques for pollination biologists. Colorado:
University Press of Colorado. 1993. p. 217-262.

Loveless,M.D.; Hamrick,J.L.. Ecological determinants of genetic struture in plant
populations. Am.Ver.Ecol. Syst., 15:65-95. 1984.

Richard, A.J. Plant Breeding Systems. Cambridge, University Press. 1990.
529p.

49



50

capitulo 5 - Coletas e mapeamento de recursos genéticos de Zeyheria montana por sistema de posicionamento

global (GPS).

13cm

Coletas e mapeamento de recursos genético de Zeyheria Montana do Estado

de Sao Paulo



capitulo 5 - Coletas e mapeamento de recursos genéticos de Zeyheria montana por sistema de posicionamento
global (GPS).

CAPITULO 5 - Coletas e mapeamento de recursos genéticos de Zeyheria

montana por sistema de posicionamento global (GPS).

RESUMO: A localizagdo e o mapeamento dos recursos biolégicos do estado
de Sao Paulo de modo sistematizado, era praticamente inexistente até o ano
de 1999. Atualmente, com o desenvolvimento do programa BIOTA/FAPESP
vem sendo criada uma base cartografica digital de qualidade reunindo
informagdes obtidas por pesquisadores ligados ao programa. O objetivo deste
trabalho foi explorar o potencial do geoprocessamento através da técnica de
coleta utilizando o GPS para monitoramento dos recursos genéticos de
Zeyheria montana no estado de S&o Paulo, visando a bioprospecgao e a
conservacao in vitro dessa espécie. Foram coletados 167 individuos dentro do
estado de Sao Paulo e a partir dessas coletas foram calculadas as distancias
entre os acessos dentro e entre cada populacdo. Com este trabalho foi
possivel verificar que a incidéncia desta espécie nas areas de conservacao é
reduzida e que nas outras areas a espécie tem um comportamento ruderal, o

que representa grande risco de extingao para a espécie.

Palavras chave:conservacgao, geoprocessmento, recursos biologicos.

CHAPTER 5 - Collection and mapping of the biologial resources of the

Zeyheria montana in the State of Sao Paulo

ABSTRACT: Systematic location and mapping of the biological resources of
the state of Sdo Paulo were practically nonexistent until the year of 1999. Now,
with the advent of the BIOTA/FAPESP program, it is being possible to structure
a digital cartographic base of quality compiling information obtained by
researchers joining the program. The objective of this work was to explore the
potential of the geoprocessing using the GPS technique for monitoring genetic
resources of Zeyheria montana in the state of Sdo Paulo, aiming the

bioprospection and the conservation of this species in vitro. Individuals (167)
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were collected in different areas in the state of Sdo Paulo and the distance
among each access inter and intra population was calculated. With this work it
was possible to verify that the incidence of this species inside conservation
areas is reduced and that in the other areas this species has a ruderal behavior,

what indicates a great extinction risk for the species.

Key words: biological resources, conservation, geoprocessing,

5.1. Introducgao

O primeiro passo a ser dado quando se planeja uma expedi¢ao de coleta
€ definir, para a espécie em estudo, quais as areas a serem visitadas. Um dos
maiores problemas enfrentados ao se programar expedigdes de coleta € a
falta de dados , quase generalizada, sobre distribuicdo geografica. Grande
numero de plantas silvestres e nao domesticadas estdo depositadas em
herbarios mas as anotagdes sobre a localizagdo sdo quase sempre imprecisas.

A localizacdo e 0 mapeamento dos recursos biolégicos do Estado de
Sao Paulo de modo sistematizado, era praticamente inexistente até o ano de
1999, a partir dessa data uma nova realidade se estabeleceu com a
implantacdo do Projeto Biota/FAPESP. Esse programa de pesquisa em
caracterizagao, conservacao e uso sustentavel da biodiversidade do Estado de
Sao Paulo, cujo objetivo é integrar informagdes geradas por pesquisadores
vinculados ao Biota e relaciona-las a uma base cartografica digital de
qualidade, esta promovendo mecanismo de difusdo de informacao sobre a
biodiversidade paulista. Todo trabalho apresentado nessa tese é parte de um

“

projeto tematico denominado “ Monitoramento e ampliacdo do banco de

germoplasma de plantas medicinais do Cerrado” que esta integrado ao Biota.
O processo de constrangimento ( globalizagao), particularmente aquele

que vem ocorrendo na area cientifica e tecnolégica, em parceria com a

industria biotecnolégica multinacional (farmacéutica, alimenticia, cosmética
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etc.), traduz-se por uma iniciativa voraz destes setores em direcédo a
biodiversidade localizada, principalmente nos paises tropicais ao sul do
equador, objetivando, por meio da pesquisa, desenvolvimento de processos ou
produtos, assegurar seus direitos de propriedade intelectual sobre os
conhecimentos e descobertas oriundos desses processos de obtengdo e uso
de novas moléculas quimicas e estruturas génicas (DNA) encontradas nos
paises do Sul (Recio 2000).

O advento do Sistema de Posicionamento Global (GPS) tem causado
uma grande revolugdo na navegagao e na obtencdo de dados geograficos. A
utilizacao de receptores GPS e métodos apropriados de operagao, permite
coletar dados geograficos (georreferenciados) em tempo real com preciséo
variavel de 10 metros a 1 centimetro. Os dados de GPS sao registrados
através de coordenadas e podem ser facilmente incorporados a mapas. Esse
moderno sistema de coleta de dados possui inumeras facilidades integradas de
hardware e software para registro e armazenamento de pontos, linhas e
poligono associagdes de atributos, transferéncia para computador e conversao
de dados (Timbo, M.A. 2000).

Estudos de coleta, localizagdo geografica e mapeamento de plantas
medicinais sdo imprescindiveis para o estabelecimento de estratégias de
preservacao da diversidade dessas espécies.

O objetivo desse trabalho foi explorar o potencial do geoprocessamento
através da técnica de coleta utilizando o GPS no levantamento dos centros de
diversidade de recurso genético de Z. montana no Estado de Sao Paulo,

visando a bioprospecgao e a conservagao in vitro dessa espécie.

5.2. Material e Métodos

As primeiras coletas de Z. montana, durante o primeiro semestre de
2001, foram realizadas dentro e fora do Estado de Sdo Paulo como mostra a
Tabela 1.
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No segundo semestre de 2001 foram realizadas expedi¢cbes de coleta
em areas de unidades de conservagado, Parque Estadual de Vassununga
(Santa Rita do Passa Quatro), Parque Estadual das Furnas do Bom Jesus
(Pedregulho), Estagao Ecologica de Assis (Assis), Reserva Biolégica de Mogi
Guacgu (Mogi Guacgu).

Depois foi feito um levantamento em herbarios para localizacdo de
areas que pudessem conter exemplares de Zeyheria montana. A partir desse
levantamento foram realizadas expedicbes de coleta nos municipios de
Orlandia, Sao Joaquim da Barra, Jaborandi, Morro Agudo, Sales de Oliveira,
Sao Carlos, ltirapina, Paraguagu Paulista, Penapolis, Avanhandava, Nipo3,
Américo de Campo, Duplo Céu, Sdo Manoel, Franca, Cristais Paulistas,
Pedregulho e Rifaina (Fig. 1e 2).

Foram coletados dentro do Estado de Sao Paulo 167 acessos. A partir
desses dados foram calculadas as distancias entre os acessos dentro de cada
populacao e entre as populagdes ( Tab. 10 a 18).

O receptor portatil de sinais de satélites usado, em todas as coletas, foi
o GPS (Garmin Modelo Legendado-79728002) com unidade de recepgéao e
antena embutida, que sintoniza varios satélites simultaneamente com
capacidade de medicao instantdnea em coordenadas geograficas Lat./Long. e
UTM.

Os dados foram processados no software Trackmaker (versao 11.4 by
Odilon Ferreira Jr.). As coordenadas dos pontos onde foram realizadas as

coletas, durante o segundo semestre, sdo mostradas nas tabelas 2-9.

5.3. Resultados e Discussao

As coletas representaram a parte mais dificil deste trabalho. A primeira
dificuldade foi a demora de 5 meses para a obteng¢ao da licenga para coletar o
material nas cinco unidades de conservagao (Estagédo Ecoldgica de Caetetus,
Parque Estadual de Vassununga, Parque Estadual das Furnas do Bom Jesus,

Estacao Ecoldgica de Assis e Reserva Bioldgica de Mogi Guacu).
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A segunda dificuldade surgiu quando, mesmo possuindo a autorizagao
da COTEC para realizacao de coletas, fomos informados pelo responsavel pela
Estacdo Ecolégica de Caetetus que as plantas arroladas no projeto néo
existiam naquela unidade.

O terceiro problema foi constatado ao visitarmos as outras quatro
unidades, pois ndo encontramos Zeyheria montana no Parque Estadual de
Vassununga. Na Reserva Biolégica de Mogi Guagu encontramos apenas 12
acessos, na Estagdo Ecoldgica de Assis apenas 3 individuos e no Parque
Estadual de Furnas do Bom Jesus encontramos uma pequena populagdo com
aproximadamente 40 acessos sendo apenas 25 passiveis de coleta pois os
acessos restantes ndo ofereciam material suficiente para a analise quimica e
genética devido ao reduzido numero de folhas. O motivo, para essa redugao no
nuamero de folhas, € porque nas areas de ocorréncia de Zeyheria ha criagao
de gado e essa espécie tem boa palatabilidade para o animal que acaba se
alimentando da planta além, obviamente, da Brachiaria, que cresce em
abundancia.

Ao realizarmos o trabalho de coleta de Zeyheria montana verificamos
que a escolha da espécie para o desenvolvimento desse trabalho foi muito
acertada, pois o numero de individuos nas areas de conservagao é reduzido e,
isso se deve a propria ecologia da espécie que é adaptada a areas de Cerrado
raro. Na realidade as areas de conservagao sao protegidas dos desbastes,
podas, ou pastagens e com isso 0s acessos vao desaparecendo com O
aumento da densidade de muitas outras plantas. Onde ha gado, como foi
verificado no Parque Estadual das Furnas do Bom Jesus, ha desbaste e o
Cerrado assume aspecto ralo, e, os animas ao se alimentarem da referida
espécie comprometem a perpetuagéo dos individuos que dificilmente chegam a
florescer e produzir sementes. Nas outras areas visitadas (Fig. 1) o niumero de
acessos encontrados também foi muito reduzido pois a espécie é ruderal, ou
seja, cresce preferencialmente a margem das estradas e rodovias o que
representa grande risco de exterminio para os esparsos individuos, devido as
constantes podas realizadas por rogadeiras das empresas que fazem a

manutencao dessas areas.

55



capitulo 5 - Coletas e mapeamento de recursos genéticos de Zeyheria montana por sistema de posicionamento
global (GPS).

Os fatos relatados acima corroboram com a justificativa exposta no
presente trabalho, demonstrando a importancia e a urgéncia de estratégias de

conservacgao da Zeyheria montana.

Tabela 1. Acessos de Zeyhera montana coletados dentro e fora do Estado de S&o Paulo.

Acesso Localizagédo (Municipio)

7 Araxa- MG Lat. 19° 43'04s, Long. 46°53’54 w, alt:949m.

9 Araxa- MG Lat. 19° 43'04s, Long. 46°53'54 w, alt:949m.

11 Araxa- MG Lat. 19°43’04s, Long. 46°53'54 w, alt:949m.

12 Araxa- MG Lat. 19° 43'04s, Long. 46°53’54 w, alt:949m.

13 Araxa- MG Lat. 19° 43'04s, Long. 46°53'54 w, alt:949m.

17 Arapora —MG Lat. 18° 31'49s, Long. 48°57°47 w, alt:788m.
18 Tupaciguara —MG Lat. 18° 32’44s, Long. 48°52’19 w, alt:785m.
19 Uberlandia—MG Lat. 19° 09’01s, Long. 48°10°00 w, alt:835m.
24 Uberaba—MG Lat. 19° 32'06s, Long. 48°02°13 w, alt:854m.
26 Araxa- MG Lat. 19° 36’39s, Long. 47°11°46 w, alt:920m.

27 Rifaina- SP Lat. 20° 10’04s, Long. 47°28°09 w, alt:968m.

28 Rifaina- SP Lat. 20° 10°04s, Long. 47°28°09 w, alt:968m.

29 Pedregulho- SP Lat. 20° 17°06s, Long. 47°26’12 w, alt:968m.
32 Estreito- SP Lat. 20° 19°’10s, Long. 47°25'14 w, alt:1064m.
34 Estreito- SP Lat. 20° 19’10s, Long. 47°25’14 w, alt:1064m.

35 Diorama- GO. Lat. 16° 22'50s, Long. 51°11'27 w, alt:622m
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36
37
38

39

Rio Verde- GO. Lat. 18° 08’ 39s, Long. 049°, 57°33w, alt:523m.
Rio Verde- GO. Lat. 18° 08’ 39s, Long. 049°, 57°33w, alt:523m.
Rio Verde- GO. Lat. 18° 08’ 39s, Long. 049°, 57°33w, alt:523m.

[tumbiara- GO. Lat. 18° 08’ 39s, Long. 049°, 57°33w, alt:523m
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Tabela 2. Localizagdo geografica da populacdo A de Zeyheria Montana.

O Ponto Longitude Latitude Altitude Localizagao (Municipio)
1. 21 47 53 13,6 | 2041 00,1 766
2. 22 47 53 14,8 | 2041 05,6 765
3. 23 47 53 15,8 | 2041 08,5 767 Orlandia
4. 24 47 5317,0 | 2041 13,2 761
5. 25 4753 17,4 | 2041149 761
6. 26 475310,5 | 204114,5 758
7. 27 47 5319,1 | 2041219 760
8. 28 4753218 | 2041324 750
9. 30 47 54 03,7 | 2041 33,5 755
10. 31 47 54 04,3 | 2041 29,2 759
11. 32 47 54 09,5 | 2041 38,6 746 Orlandia
12. 33 47 54 09,9 | 2041 36,8 745
13. 34 4754 11,0 | 2041 36,2 745
14. 35 47 54 37,5 | 2041 29,0 766
15. 36 47 54 37,0 | 2041 28,1 754
16. 37 4754 37,6 | 204128,3 755
17. 38 47 5552,1 | 20 34 55,7 769
Sao Joaquim da Barra

18. 39 47 55 56,6 | 20 34 53,6 787
19. 40 481252,2 | 2039 29,8 544

Jaborandi
20. 41 481629,2 | 2036 17,9 516
21. 42 4816 22,7 | 2036 12,7 522
22. 43 4802315 | 2043 11,5 564 Morro Agudo
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23. 44 48 06 54,9 2043 45,6 568 Morro Agudo/Orlandia
24. 45 47 44 55,8 2047 56,9 811
25. 46 47 44 03,5 2048 24,6 851 Sales de Oliveira
26. 47 47 43 08,1 2048554 852
27. 48 47 40 54,6 | 2050 30,7 840
:,{- populagcdo A
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Tabela 3. Localizagao geografica a populacdo B de Zeyheria Montana

O Ponto Longitude Latitude Altitude | Localizagdo (Municipio)

1. 1 47 54 13,4 | 2153501 809

2. 2 4754 23,6 | 215355,8 815

3. 3 47 54 23,8 | 215355,2 804 Sao Carlos
4. 4 4754144 | 2154021 837

5. 7 4747411 | 221359,5 803

6. 8 47 47 40,4 | 221259,2 804

7. 9 47 47 37,2 | 2213 56,7 795

8. 10 47 47 37,8 | 2213 53,6 787 Itirapira
9. 11 4756 17,3 | 221530,6 775

10. 12 47 56 19,0 | 2215 30,3 781

‘:. populacéo B
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Tabela 4. Localizagéo geografica a populagdo C de Zeyheria Montana.

1 | Ponto | Longitude Latitude | Altitude Localizagéo (Municipio)

1. 13 503434,6 | 222230,2 458

2. 14 5034 36,4 | 222235,0 478

3. 15 5034 36,5 | 2222352 481

4. 18 5034 36,9 | 222236,7 485

5. 19 | 503430,5 | 2222375 | 487 Paraguacu Paulista
6. 20 5034 32,3 | 2222354 486

7. 26 503434,2 | 2222329 481

8. 27 5034 33,2 | 2222434 481

9. 28 5034242 | 2222420 508

10. 29 5034244 | 2222416 498

11. 1 5022 00,5 | 223607,8 590

12. 2 502151,0 | 223558,4 543 Estacdo Ecolégica de Assis
13. 5022 00,5 | 223607,8 590

E populacdo C
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Tabela 5. Localizagao geografica da populagéo D de Zeyheria montana
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O Ponto Longitude Latitude Altitude | Localizagdo (Municipio)

1. 30 5002 05,5 | 2125325 412

2. 31 500206,8 | 2125345 415 Penapolis
3. 32 500158,9 | 212538,0 414

4. 33 500159,1 | 212538,2 414

5. 34 500206,9 | 2125323 407

6. 21 4957 22,7 | 2123231 400

7. 22 4957 23,3 | 212323,0 399

8. 23 4957235 | 2123228 399

9. 24 495724,0 | 2123232 399

10. 25 4957241 | 212323,6 397

11. 6 4957 23,8 | 2123235 397

12. 35 4957 25,7 | 2123241 397

13 36 4957259 | 2123239 | 398 Avanhandava
14. 37 4957 26,8 | 2123 24,7 398

15. 38 4957 27,7 | 212325,0 397

16. 39 4957 26,8 | 2123243 396

17. 40 4957 27,0 | 212323,7 399

18. 41 4957 27,7 | 2123234 400

19. 42 4957 28,6 | 2123227 403

20. 43 4957 28,7 | 2123229 402

21. 44 4957234 | 2123214 406

22. 45 4957416 | 212320,5 420

23. 46 4957429 | 212320,8 416

24, 47 4957432 | 2123205 418

25. 48 495743,7 | 2123194 420

26. 49 4957433 | 2123194 419

27. 50 495741,0 | 212329,2 421
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28. 51 4956 12,2 2120 02,0 409
29. 53 49 56 11,0 21 19 58,1 407
30. 54 49 56 16,0 21 1957,1 392
31. 55 49 56 15,7 21 1955,9 392
32. 56 49 56 141 2119576 399
5 | populacdo D
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Tabela 6. Localizagéo geografica da populacdo E de Zeyheria montana

0 Ponto Longitude Latitude Altitude | Localizagao (Municipio)
1. 57 49 46 18,3 | 2056 00,3 440
2. 58 4946 16,9 | 2056 02,0 432
3. 59 4946 17,7 | 2056 01,8 431 Nipoa
4. 60 4946175 | 2056 01,4 427
5. 62 49 46 27,7 | 2055 38,0 442
6. 63 4942559 | 2021044 460
7. 64 4942558 | 202104,6 460
8. 65 494256,1 | 202102,8 456
9. 68 4942484 | 2020227 449
10. 69 494248,8 | 202022,3 448 Ameérico Campo
11. 70 4942491 | 2020 21,7 448
12. 71 4942495 | 2020214 448
13. 73 4942556 | 2017 54,2 451
14. 74 4941355 | 2017 58,5 428
15. 75 493253,1 | 2017 00,4 498 Duplo Céu
16. 76 493253,3 | 2016 50,1 500

¢ populacao E
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Tabela 7. Localizagao geografica da populagéo F de Zeyheria Montana

0 Ponto Longitude Latitude Altitude Localizagao (Municipio)
1. 10 471041,3 | 221520,0 609
2. 11 471016,4 | 221519,1 634
3. 12 470917,5 | 2216 03,4 620
4. 13 470918,1 | 2216127 608
5. 14 4709 11,0 | 2215421 627 |Reserva Bioldgica e Estagao
6. 15 470901,6 | 2215223 646 |Experimental de Mogi Guagu
7. 16 47 0846,4 | 2215294 658
8. 17 4710126 | 2215285 634
9. 19 47 0938,8 | 2216 00,7 635
10. 20 47 0940,1 | 2216 28,1 604
1. 21 47 0940,0 | 2216159 610
12. 22 4709394 | 2216 15,0 635

-+-;+' populacao F
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Tabela 8. Localizagao geografica da populagéo G de Zeyheria Montana

66

O Ponto Longitude Latitude Altitude Localizagao (Municipio)
1 4 48 41 58,8 | 2249452 722
2 6 48 41 08,7 | 224905,9 737 .
Sao Manuel
3 7 4841 07,0 | 224907,0 733
4 8 48 37 58,9 | 2245 46,3 750

i- populagdo G
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Tabela 9. Localizagao geografica da populagéo H de Zeyheria montana
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0 Ponto Longitude Latitude Altitude | Localizagao (Municipio)
1. 72 4724 39,4 | 2028 32,2 1017 Franca
2. 31 47 2515,8 | 20 25 56,1 1022
3. 32 47 24 46,8 | 2024 54,9 990
4. 33 472519,9 | 2024 27,6 989
5. 34 47 2520,9 | 2024 28,8 990
6. 35 47 2527,7 | 2024 20,8 1005 Cristais Paulista
7. 36 472530,6 | 2024 144 995
8. 37 47 2530,9 | 2024131 992
9. 38 47 2534,4 | 2024 06,8 989
10. 39 4725472 | 2023491 990
11. 40 47 2547,2 | 2023 49,7 992
12. 41 472558,5 | 2023311 995
13. 42 47 26 00,2 | 202330,5 992
14. 43 4726 03,5 | 2023 22,7 994
15. 44 4726 03,5 | 202321,5 997
16. 46 47 26 06,6 | 202308,4 993
17. 47 472642,9 | 2022329 1009
18. 48 4726435 | 2022322 1006 Pedregulho
19. 50 47 28 23,7 | 2013 36,2 1013
20. 51 4727555 | 201312,0 1023
21. 52 4727545 | 2013129 1022
22. 53 4727 33,0 | 2013 13,8 1019
23. 54 4727 32,8 | 2013 13,0 1016
24, 55 4727 00,8 | 2012524 1004
25. 56 4727 01,6 | 20 1253,12 1004
26. 57 4727 02,4 | 20 11 56,7 979
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27. 58 4727 13,8 | 2011354 960
28. 59 47 27 20,7 | 2011 00,6 973
29. 60 47 27 28,7 | 2010 34,6 974
30. 61 4727 37,8 | 2010 26,4 973
31. 62 4727 38,0 | 201027 ,0 978
32. 64 47 2810,7 | 201001,9 968
33. 65 47 2829,8 | 2004 40,8 955
34. 66 47 28 25,7 | 2009 26,6 949
35. 67 4728 23,7 | 2009 21,2 951 Municipio de Rifaina
36. 68 47 27 45,5 | 2008 24,3 877
37. 70 472608,4 | 200517,5 610
38. 71 472612,5 | 2005 18,0 604
39. 47 27 43,3 | 2015259 1028
40. 47 27 451 20 15 36,2 1033
41. 4727486 | 2015404 1048
42. 47 27 46,7 | 2015439 1056
43. 10 4727495 | 201539,6 1042 Bom Jesus
44, 1 4727 26,6 | 2014 03,6 948
45. 12 4727 17,3 | 2014 04,3 959
46. 13 4727 14,5 | 2014 04,2 965
47. 14 4727 13,5 | 201359,9 962
48. 15 47 27 241 20 14 06,0 987
49. 16 4727 28,3 | 2014 15,5 976
50. 17 4727286 | 2014154 975
51. 21 4726209 | 2012434 978
52. 24 4727 19,0 | 2013291 988
53. 25 47 27 181 2013 28,4 1001

h populagéo H
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Tabela 10. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populagédo A (27 acessos)
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Tabela 11. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populacdo B (10 acessos).

72

10

11

12

km

0,33

0,41

0,38

39,05

37,27

38,99

38,90

40,37

40,36
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Tabela 12. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populagdo C (13 acessos).

g 13 14 15 18 19 20 26 27 28 29 1 2 3
13 Km 0,16 0,17 0,21 0,26 0,18 0,08 0,41 0,47 0,46 | 33,22 | 33,18 | 33,22

Obs: distancia entre aos acessos 1 e 3 € um metro.
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Tabela 13. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populagéo D (32 acessos).

74

30(31|32|33|34(21|22|23|24|25| 6 |35|36|37|38|39(40|41|42|43|44|45|46|47|48|49|50| 51 |53 |54 |55 |56

30| K|0,|0,/0,10,19,19,19,19,19,19,/8,|8,|8,/8,|8,(8,[8,[89|8,9,(8,[8,[8,[8,|8,|8,]|14,|13,|14, |14, |14,
07]25|26|04|07|05|05|04|11({04|98|98|94(92|95|96/94| 3 [92|08|62|59|58|59|60|52|42 |37 |45 |48 |48

31 0,10,10,{91(91919191919191981]91919189(8,[9,/8,|8,|8,|8,[8,8,[14,(13,|14,|14,]| 14,
25125(07|13|11({12|10|17|10|04|04|00|98|01/02|18| 9 |98|14|69|65|65|65|66|58| 49 | 45 | 52 | 55 | 55

32 0,/0,/8,/8,/8,/8,19,|8,/8,|8,[8,/8,[8,|8,|8,/88[8,[8,{8,{8,[8,|8,|8,|8,14,|14,]|14,|14,| 14,
01129|98|96|96(94|01]|94|89(89|85(82|86|86|85| 3 |83|99|54|51|50|561(52|43|41 |52 |44 |48 | 47

33 0,/8,/8,/8,/8,19,/8,/8,8,8,/8,/8,|8,|8,[88[8,[8,[8,{8,8,]|8,|8,|8,|14,|14,]|14,|14,| 14,
2919997 |97|95/02]95/90|89|86|83|86|87 (86| 4 |84|99|55(51|51|51|52|43|42 | 53 | 45 | 48 | 48

34 9191919191999 8,(8,18,18,[8.189(8,9,[8,8,8,|8,]|8,|8,|14,]|14,|14,|14, | 14,
11/09(09(07|14|07|01|{01|98|95|98|99|97| 6 |95|11|66|62|62|62|63|55|44 | 55 | 47 | 51 | 50

21 0(00,000,0,(0,0,0,(0,0,(0,10,(0,(0,/0,/0,/0,/0,|0,|6,5|/6,6|6,6|6,6|6,6
02|02|04|05/03(09(10({13|16|12|13|14| 7 |17|06|55|59|60|62|60(56| 4 | 7 | 5| 9 | 6

22 0(010,0,/0,0,/0,/0,0,/0,{0,/01}0,/0,/0,]0,]0,(0,/0,|0,/65|6,6|6,6|6,7|6,6
02/02(06|02|07|08|11|14|1111(12| 5 |16|06|53|57|58|60(59|64| 5 | 8 | 6 | O | 6
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Tabela 14. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populacdo E (16 acessos)

78

g 57 58 59 60 62 63 64 65 68 69 70 71 73 74 75 76

57 | km | 0,07 | 0,05 | 0,04 | 0,74 | 65,0 | 65,0 | 65,1 | 66,3 | 66,3 | 66,4 | 66,4 | 70,9 | 71,0 | 76,0 | 76,3
7 7 2 8 9 1 2 3 3 2 2

58 66,4 | 66,4 | 70,9 | 71,0 | 76,0 | 76,3
6 7 8 8 5 4

59 66,4 | 66,4 | 70,9 | 71,0 | 76,0 | 76,3
5 5 8 6 5 8

60 66,4 | 66,4 | 70,9 | 71,0 | 76,0 | 76,3
4 5 7 6 4 3

62 65,7 | 65,7 | 70,2 | 70,3 | 75,4 | 75,7
5 5 7 8 5 5

63 1,33 | 1,34 | 5,88 | 6,20 | 19,0 | 19,1
4 6

64 1,34 | 1,35 | 5,89 | 6,21 | 19,0 | 19,1
4 6

65 1,29 | 1,29 | 5,83 | 6,16 | 19,0 | 19,1
2 5

68 0,04 | 0,05 | 4,60 | 493 | 18,3 | 18,7
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Tabela 15. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populagao F (12 acessos).

80

0 10 11 12 13 14 15 16 17 19 20 21 22
10 km 0,73 2,76 2,88 2,67 2,86 3,30 0,87 2,18 2,73 2,45 2,44
2,17 2,34 1,99 2,13 2,59 0,32 1,68 2,37 2,03 2,01

0,28 0,70 1,35 1,39 1,91 0,62 1,00 0,76 0,70

0,99 1,63 1,62 2,06 0,70 0,78 0,64 0,61

0,66 0,82 1,80 0,98 1,66 1,34 1,28

0,49 2,04 1,59 2,33 2,00 1,96

2,46
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Tabela 16. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populagdo G (4 acessos).

O 4 6 7 8
4 km 1,88 1,89 10,06
6 0,06 8,22
7 8,23
8
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Tabela 17. Distancia em Km entre as plantas de Zeyheria montana dentro da populagéo H (53 acessos).

82

721311323334 (35(36|37|38|39|40 (41|42 |43 |44 |46 |47 |48 |50 |51 |52 |53 |54 |55 |56 |57 |58
72|\km|4,|6,|7,|7,|7,18,8, (8188191919 ]9, (10, |11,1,7]28,|29,|28,|28,|28,|29,]|29,|31,]|31,
9472|164 162|90|11|16|35|99|95|58|61|87(91|33 |67 | 1 |46 |01 |99 |84 |87 |34|32]|06 |75

31 2,12,12,12,3,|3,|3,|4,|4,|4, 14 (4,4, 143|6,7|6,8|23,|24,|24,|23,|23,|24,|24,| 26, |26,
0774|7096 |17 |22 42|04 |01|/65|68|94|97| 9 | 7 | O |52 |08 | 05|90 |93 |43 |40 |14 | 83

32 L1, 01,12,12,12,13,13,13,]3,140(55(55|21,|22,|22,|22,|22,|22,|22,| 24, | 25,
2827 |159|79|82/03|69|67|3237|61|65| 2 | 3 | 6 |91|41 38|21 |23 |67 |66| 38|09

33 0,1{0,10,/0,|10,[1,(1,12,12,2,|2,|28|42]43]20,|21,|21,|21,|21,|21,|21, |23, |24,
0531|5255 |77 |44 41|07 |11|38|41| 0 | 9 | 2 |84 |37 |34 (19|22 |70 |67 41|11

34 0,10,10,10,|1,]1,12,]12,2,2,(28(42]43|20,|21,|21,|21, 21,21, |21, |23, |24,
31|52 |56 |78 |44 (42|09 |13 |38|42| 1 9 | 2 |8 |39|37 |20 |23 |72|70|44 |12

35 0,0, (0, |1, |1, ]|1,1]112 ]2 125]39|4,0]20,|21,|21,|20,]|20,|21,|21,]|23,]| 23,
21125|/48 15|12 (788208 |10 | 1 9 |2 |57|12 |09 |94 |98 |45 |44 |18 | 87

36 0,(0,|0, /0, |1, 1,11, 11,122|3,7|38]|20,|20,|20,|20,|20,|21,|21,]|22,]| 23,
052693905862 |86(90| 9 | 7 | 2 |36 |92 |88 |73 |78 |26 |23 |98 |67

37 0,10,]0, (1, |1, 1,11,122]|37|3,7|20,|20,]20,|20,|20,|21, |21, |22, |23,
2288|8753 578286 6 | 4 | 6 |33 |87 |83|69|72|22|19 |93 |62

38 0,10, (1,11, 1111,120|35|35]20,|20,|20,|20,|20,|21, |20, |22, |23,
6864|31/35|60(64| 3 | 1 5 |11]|65|63 49|52 |25 |98 |72 |4

39 0,/0,10,|10,]0,|13(28(28/|19,]|20,|20,|19,|19,|20,]|20, |22, |22,
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87

53(4,1/49/51|51|6,0(15,|7,1|7,3(89|14,[14,|4,1|4/4/45/46|45(15|16|16(1,5|16(19(1,9|2,2/0,6/|0,6
412 |6 |6|4|99|9|4,6|93/89|0|2 5625|3433 |1|1|9]|3]3
5414,1149/51|51(6,0(15,|7,17,3(89|14,[14,|4,1|44/45/46|45(15|16|16(15|16(19|1,9|2,2/0,6|0,6
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Tabela 18.Distancia média entre as diferentes populagdes de Z. montana
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Figura 2. Localizagéo das areas de coleta de Zeyheria montana no Estado de Sao Paulo
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5.4. Conclusoes

Podemos concluir com este trabalho que a Zeyheria Montana € uma
especie que ocorre em cerrado aberto, com tendéncia a se tornar ruderal,
portanto ndo pode ser encontrada no Bioma Cerrado como um todo e sim em

areas com vegetacao rala.
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CAPITULO 6 - Avaliagdo da variabilidade genética por RAPD de recursos

genéticos de Zeyheria montana localizados no Estado de Sao Paulo

RESUMO: Para a conservacdo de recursos genéticos de plantas néao
domesticadas, € necessario uma avaliacdo pormenorizada da diversidade
genética da espécie para que nao haja duplicacdo desnecessaria de acessos
ou exclusdo de individuos importantes nos bancos de germoplasmas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de recursos genéticos de
Zeyheria montana, no estado de S&o Paulo, utilizando marcador molecular
RAPD e o sistema de Posicionamento Global (GPS) com vistas a preservar in
vitro individuos que representem a diversidade genética encontrada no estado.
As extracbes de DNA foram feitas a partir de 100 mg de folhas, utilizando o
método de extragdo CTAB. Nove primers foram utilizados para a realizagao do
RAPD. A partir da matriz binaria de dissimilaridade, o programa NTSYS gerou
o dendograma pelo indice de Jaccard utilizando o agrupamento UPGMA. A
comparagao das distancias geograficas foi realizada pelo teste de Mantel,
enquanto que possiveis diferencas entre as populag¢des locais foram checadas
através da analise de variancia molecular e o indice de diversidade dentro e
entre as populagdes foi calculado pelo indice de Shannon. Verificou-se um
numero relativamente pequeno de individuos no mesmo local (maximo de 30 e
minimo de 2). Os nove primers geraram 105 bandas sendo 65 poliméficas e 40
monomorficas. Os resultados indicam uma grande variabilidade dentro das
populagdes e ndo foi encontrado um padréo espacial, mostrando um modelo de

ilhas isoladas, evoluindo, de forma independente no espago genético.

Palavras chave: conservagdo, germoplasma
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CHAPTER 6 -Evalution through RAPD of the diversity of genetic resources

of Zeyheria montana, in the State of Sao Paulo

ABSTRACT: For the conservation of genetic resources of non domesticated
plants, it is necessary a detailed evaluation of the genetic diversity of the
species to avoid unnecessary duplication of accesses or exclusion of important
individuals in the germoplasm bank. The objective of this work was to evaluate
the diversity of genetic resources of Zeyheria montana, in the state of Séo
Paulo, using RAPD molecular marker and the Global Positioning System (GPS)
with the objective to preserve in vitro individuals that represent the genetic
diversity found in the State. The CTAB extraction method was adopted to
extract the DNA of Z montana leaves (100 mg). Nine primers were necessary
to accomplish RAPD. Starting from the binary matrix of dissimilarity was created
a UPGMA tree of individuals based on Jaccards similarity index. The
comparison of the geographical distances was accomplished using the test of
Mantel. Analysis of molecular variance was conducted to check possible
differences among local populations and the diversity rate inside and among
populations was estimated using the Shannon index. A relatively small number
of individuals was found in the same place (maximum of 30 and minimum of 2).
A total of 105 bands were generated, of which 65 were identified as
polymorphic bands and 40 monomorphic bands. Results indicate a great
diversity inside Z. montana populations and it was not defined a standard
space, what indicated a model of isolated islands, evolving independently in

the genetic space.

Keywords:conservation, germoplasm
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6.1. Introdugao

A variacdo genética em populagbes naturais € a base da resisténcia
perante as pressdes ambientais, 0 que também & a matéria prima da seleg¢ao
natural ( Brown, 1988). A variagdo genética, numa populagao, esta diretamente
ligada a manutencdo da viabilidade evolutiva de um taxon, a longo prazo,
diante de mudangas no ambiente. A curto prazo, o estudo da variagdo genética
pode permitir 0 manejo e a conservagao de espécies raras ou ameagadas
(Huenneke, 1991). A variagao genética € um pré-requisito as futuras mudancgas
adaptativas ou evolucionarias.

O marcador molecular tipo RAPD é uma ferramenta util para caracterizar
germoplasma, mapear caracteres, determinar os melhores cruzamentos em
diferentes plantas tropicais perenes ( Virk et al, 1995; Ferreira & Grattapaglia,
1996; Williams et al 1990), investigar sistema reprodutivo em plantas
(Arnholdt-Schmitt, 2000) e recentemente, também tem sido utilizado no
controle de qualidade de fitoterapicos (Cheng et al, 1998). E um método
confiavel para se estudar a diversidade genética, uma vez que possui a
vantagem de nao sofrer influéncias ambientais, permitindo a geracdo de
grande quantidade de informagdes sobre as relagdes filogenéticas em
germoplasma. De modo pratico, esse marcador pode apoiar a selegao
fenotipica, principalmente para aqueles caracteres morfolégicos que sao
altamente influenciados pelo ambiente (Stuber, 1992).

Sangwan et al (1999) utilizaram esse tipo de marcador em Artemisia
annua e caracterizaram quimiotipos altamente produtivos em artemisinina.
Também foi utilizado como ferramenta util para analisar populagbes naturais de
Acanthopanax brachypus, uma importante espécie medicinal chinesa (Yan et
al, 1997).

A conservacdo de recursos genéticos de plantas ndo domesticadas,
requer avaliagdo pormenorizada da diversidade genética para que néo haja
duplicagado desnecessaria de acessos, ou exclusédo de individuos com alto grau
de diversidade em bancos de germoplasma. O objetivo desse trabalho foi

avaliar a diversidade de recursos genéticos de Zeyheria Montana, no Estado de
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Sao Paulo, utilizando marcador molecular RAPD e o Sistema de
Posicionamento Global (GPS) com vistas a preservar in vitro individuos que

representem a diversidade genética encontrada no Estado.

6.2. Material e Métodos

Material vegetal

Foram analisadas amostras de 167 plantas de Zeyheria montana
coletadas nas regides do Parque Estadual das Furnas do Bom Jesus
(Pedregulho), Estacdo Ecoldgica de Assis (Assis), Reserva Biolégica de Mogi
Guagu (Mogi Guagu), e nos municipios de Orlandia, Sdo Joaquim da Barra,
Jaborandi, Morro Agudo, Sales de Oliveira, Sao Carlos, ltirapina, Paraguagu
Paulista, Penapolis, Avanhandava, Nipoa, Américo de Campo, Duplo Céu, Sao
Manoel, Franca, Cristais Paulistas, Pedregulho e Rifaina. Posteriormente foram

conduzidos ao Departamento de Biotecnologia Vegetal da UNAERP.

Extracdo e purificacdo do DNA

Tecidos de folhas jovens foram usados para isolar o DNA pelo método
do CTAB (Ferreira & Grattapaglia, 1996), 1000uL de tampao de extragao
(CTAB) foram adicionados sob 100 mg de folhas previamente congeladas e
maceradas em nitrogénio liquido, homogeneizado a 4°C e, em seguida, foi
incubado em banho-maria a 65°C por 30 min. Posteriormente, a amostra foi
resfriada a temperatura ambiente e, adicionou-se a ela 200uL de clorofol (
cloroformio + alcool isoamilico 24:1). Apés agitacéo, o material foi centrifugado
a 12000 rpm/2min. Removeu-se entdo a fase aquosa, a qual foram
adicionados 600uL de isopropanol, misturando-se bem. Apds centrifugagéo a
12000 rpm /5min, recuperou-se o sedimento ao qual foi adicionado 1 mL de

tampéao de lavagem (etanol 70% v/v e acetato de amdnio 10mM), deixando-se
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a temperatura ambiente por 20 min. A centrifugagao foi repetida a 12000 rpm
/5min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento (DNA) foi submetido a
purificagéo devido a presenca de substancias fendlicas.

O “pellet” foi ressuspendido em 500uL de solugdo 1M de NacCl,
permanecendo em seguida, em banho-maria a 65°C por 5 min. Posteriormente
foi incubado a 4°C por 30 min e centrifugado a 12000 rpm por 5 min. O
sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para outro tubo, ao qual foram
adicionados 350uL de isopropanol. Apés 10 min de repouso houve
precipitagdo e o material foi centrifugado a 12000 rpm por 5 min. Em seguida
foi descartado o sobrenadante e o “pellet” lavado duas vezes em etanol 70%,
seguido de centrifugagdo a 12000 rpm por 5 min e, posteriormente, foi feita
uma ultima lavagem em etanol absoluto. Apés uma hora de secagem, a
temperatura ambiente, o “pellet” foi ressuspendido em 100uL de agua MilleQ.

A quantidade e qualidade do DNA foi analisada por meio de eletroforese.

Amplificacdo do DNA

Foram usados nove primers (Tabela 1) e o ensaio RAPD foi realizado
com a enzima Taq polimerase, de acordo com Williams et al (1990). Os
fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose (1,5%) em
tampéao TBE, corados com brometo de etidio e, posteriormente fotografados. A
partir da auséncia ou presenca de bandas amplificadas confeccionou-se uma
matriz binaria. A Figura 1 mostra a analise de produtos de PCR com o primer
n°8, incluindo-se alguns dos acessos das populagdes estudadas.

A partir da matriz binaria foi gerada uma matriz de disimilaridade entre
as plantas com o programa NTSYS-Pc (Rohf, 1990). As relagdes genéticas
entre as plantas foram explicitadas no dendograma, obtido pelo uso do
programa NTSYS-pc (Rohlf, 1990; Ferreira& Grattapaglia, 1996)

Na obtencdo da medida da dissimilaridade genética foi calculado o

complemento aritmético do indice de Jaccard:

99



Capitulo 6 - Avaliagdo da variabilidade genética por RAPD de recursos genéticos de Zeyheria montana
localizados no Estado de Sdo Paulo

Complemento aritmético do indice de Jaccard = 1- a

a+b+c

onde “a” representa o numero de concordancias positiva do tipo 1-1, “b” é o
numero de discordancia 1-0 e, “c’¢ o numero de discordancia do tipo 0-1. O
programa GENES versao Windows (Cruz, 2000) foi utilizado nessa etapa. Em
seguida, o indice de Jaccard e o método hierarquico UPGMA foram utilizados
para promover o agrupamento, sendo utilizado, nesta etapa, o programa
NTSYS

Foi realizada analise de variancia molecular (AMOVA) na detecgao, de
possiveis diferengas entre as populagdes locais.

A matriz de distancias genéticas, obtida pelo complemento aritmético do
indice de Jaccard, foi comparada com a matriz de distancias geograficas (
entre os locais de coleta dos acessos), utilizando o teste de Mantel (Manly,
1991).

As andlises de divergéncia genética multivariada (escalonamento
multidimencional nao-métrico) e os testes de Mantel simples foram realizados
utilizando-se o pacote NTSYS 1.5 (numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis Sytstem) (Ronhlf, 1990).

O indice de diversidade dentro das populagées A, B, C, D, E, F, Ge H,

foi calculado pelo indece de Shannon ( Ashburner et al., 1997).
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Tabela 1. Primers utilizados

Primers Sequéncias
1 GAG TTC GTG ATC CTT GAT CTG
2 AGC GAC CAG GTTTAT TTC ACT
3 ATC ACC GTACTC TCC TGC
4 ATGTTG ATT GGT TGT CTG G
5 GGACTGGAGT
6 TCG CCCAGT G
7 GGCAGCAGGT
8 ACAACGCCTC
9 TGC CGAGCTC

6.3. Resultados e Discussao

Um numero relativamente pequeno, de individuos crescendo juntos, foi
observado numa mesma area ( maximo de 30 e minimo de 2), o que esta
relacionado ao tipo de habitat onde a planta ocorre, ou seja o Cerrado ralo e, a
alteracdao no ambiente com substituicio de areas naturais por cultivo de cana,
citrus e outras culturas ou pastagem. Tal fato representa um problema, uma
vez que as amostragens visando a conservagao dos recursos genéticos ex situ
ou ndo, devem fundamentar-se no conceito do tamanho efetivo populacional
(Ne), levando em consideragao a representatividade genética das amostras
(Robison, 1998).

Quando um pequeno numero de individuos representa alguma
populagao, o tamanho reduzido do N, ndo permite reter alelos raros. Nesse
caso, a reunidao de diferentes populagdes em uma populacdo composta é
desejavel em termos de tamanho efetivo pois, havendo cruzamentos entre
individuos dessas diferentes populagdes, resultara em aumento da base

genética final. A amostra composta tera seu tamanho efetivo maximizado
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quando as amostras individuais tiverem tamanhos efetivos iguais ou, pelo
menos, semelhantes (Vencovsky & Barriga, 1992).

Para a determinagcdo da distancia genética entre as populagdes
estudadas foram usados nove “primers” que geraram 105 bandas. Destas, 65
mostraram-se polimérficas e 40 monomorficas. Este conjunto de bandas foi
utilizado para gerar a matriz binaria de disimilaridade e o dendograma.

A analise do dendograma permitiu verificar que a diversidade genética
de Z. montana esta localizada dentro das populagdes (Fig.2). Isso foi
confirmado pelo indice de Shannom ao efetuarmos o estudo da diversidade
intrapopulacional (Quadro 1).

A diversidade média dentro das populagdes (Hpop) foi de 0,122 e a
diversidade calculada entre as populag¢des estudadas (H) foi de 0,135. Assim,
a proporcao da diversidade dentro das populacdes foi obtida pela relagao
Hpop/Hiot, totalizando 0,905, enquanto a diversidade entre populacdes [1-

(Hpop/Hiot)] foi menor na ordem de 0,095.

Quadro 1. Diversidade genética de populagdes de Z. montana calculada pelo indice de
Shannon.

Diversidade dentro de populacdes

A B C D E F G H Hoop
0,0958 | 0,1326 | 0,149 | 0,131 | 0,134 | 0,121 | 0,104 | 0,108 | 0,122
Htot=0,135

T_H=-3¥ pi In pi, onde H= diversidade de marcas RAPD na populag&o; K= nimero de marcar
RAPD na populagao; e,pi= frequéncia da i-ésima marca RAPD na populagdo. A médiade H é a
diversidade de marca RAPD dentro da populacdo (Ho). Hyep € a média de H, Hyop € a
diversidade considerando todas as marcas das populagdes da area em estudo.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) revelou que o valor do
PHIST (analogo ao Fst de Wrigth) foi igual a 0,156, relativamente alto,
indicando uma estrutura de populagédo significativa, com cerca de 15% de
variabilidade entre as populagdes. Esse valor é significativo ao nivel de 0,1% (P

= 0.00099), de acordo com o teste de aleatorizagao.
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Desde Darwin os estudos da variabilidade genética em populagdes
naturais sao importantes para se compreender melhor 0s processos
evolucionarios. Dentro deste contexto, a presenca de variabilidade genética
dentro da espécie possibilita sua adaptagdo as mudangas ambientais, e as
populacdes de distintos ambientes sofrem adaptagdes diferentes e por esta
razdo, espera-se que as populagdes de uma mesma espécie vegetal sofram
um arranjo diferente nas combinagdes de genes adaptativos.

Uma vez que foi detectada  diferengas significativas entre as
populagdes, realizou-se uma analise de agrupamento tipo UPGMA com base
nas distancia entre populagdes calculadas na AMOVA, a fim de se avaliarem
os padrdes de divergéncia (Fig.3). Essa analise se apresentou um pouco
distorcida, como € comum em estudos de populagdes, com uma correlagdo
cofenética igual a 0,745 (o ideal seria acima de 0.8). Também foi realizado um
escalonamento multidimensional ndo-métrico, a fim de melhor ser avaliada a
relacdo entre as populagdes, colocando-as em um espago 3-D que melhor
representa sua posigao relativa no espago das distancias genéticas (Fig 4). O
stress (distor¢céo) foi relativamente alto, igual a 0.23, mesmo em 3-D (o ideal
seria mais préximo de zero). E possivel observar as duas figuras e tentando-se
encontrar uma "légica" para as posi¢des relativas. Nao ha, a principio, padrao
espacial, ja que a correlagao entre as distancias genéticas e geograficas nao
foi significativa de acordo com o teste de Mantel (r = -0,20345; P = 0.118 com

1000 permutacgdes)
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Figura 3. Dendograma baseado nas distancias euclidianas médias inter-populacionais,
derivadas da AMOVA (Dados do RAPD).
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Figura 4. Escalonamento multidirecional ndo métrico (Dados de GPS).
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6.4. Conclusoes

Como ha divergéncia, mas ndo ha padrdo, podemos concluir que 0s
resultados suportam um modelo de ilhas, parcialmente isoladas, evoluindo, de
forma independente, no espago genético. Nao ha, por exemplo, um padrao de
isolamento-por-distancia, no qual as populagdes mais préximas no espaco

seriam mais similares.
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CAPITULO 7 - Monitoramento quimico de recursos genéticos de Zeyheria

montana no Cerrado do Estado de Sao Paulo.

RESUMO: Zeyheria montana é uma espécie medicinal do Cerrado, pertence a
familia Bignoniaceae. O objetivo deste trabalho foi fazer o monitoramento
quimico de partes aéreas desse vegetal, através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), correlacionando a variabilidade quimica com a
variabilidade genética. Folhas de Z. montana foram extraidas em cloroformio
para a analise de flavondides e em metanol para a analise de triterpenos. Foi
utilizado um cromatografo liquido da Shimadzu. Os resultados quimicos foram
submetidos a analise multivariada de componentes principais € 0s grupos
formados foram submetidos a analise genética construindo-se um dendograma
para cada grupo pelo usando indice de Jacard e agupamento UPGMA no
programa NTSYS. Essa associagdo permitiu selecionar os individuos que
serdo conservados em banco de germoplasma e propor um modelo de

conservacgao de Zeyheria montana.

Palavras chave: cromatografia liquida, flavondides, germoplasma, recursos

genéticos, triterpenos

CHAPTER 7 - Chemical moning of genetic resources of Zeyheria montana

native to Cerrado regions in the State of Sao Paulo

ABSTRACT: : Zeyheria montana a medicinal species from the Cerrado belongs
to the Bignoniaceae family. The objective of this work was to carry out a
chemical monitoring of the aerial parts of the plant using high efficiency liquid
chromatography (CLAE) to correlate chemical variability and genetic diversity.
Z. montana leaves were extracted with chloroform for the analysis of flavonols
and with methanol for the analysis of the triterpenes Analysis were performed
using a Shimadzu chromatograph. The chemical results were submitted to

multivariate analysis of main components, groups were submitted to genetic
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analysis and a UPGMA tree of individuals based on Jaccards similarity index
was created. This association allowed to select the individuals that will be
conserved in the germoplasm bank and to propose a model for the

conservation of Zeyheria montana.

Keywords:flavonols, germoplasm, genetic resources, liquid chromatography,

triterpenes

7.1.Introducao

Espécies da familia Bignoniaceae sao reputadas por seu grande valor
medicinal e com comprovada agdo antinociceptiva (Miranda et al., 2001),
antiofidica (Otero, et al 2000), antimicrobiana (Binutu & Lajubutu, 1994),
antidiabético (Hammouda & Khalafallah, 1971) e anticancer (Ogura et al, 1977).
Apesar do grande valor terapéutico atribuido as espécies dessa familia,
apenas alguns estudos quimicos foram realizados descrevendo a presenga de
flavonas, naftoquinonas, triterpenos, iridéides e esterdides (Tillequin et al.,
1977; Chulasiri et al., 1992; Colman de Saizarbitoria, 1997; Duarte et al., 2000;
Poser et al, 2000). Isso revela o imenso potencial quimico e farmacolégico
ainda inexplorado na quase totalidade das 800 espécies distribuidas nos 100
géneros que a familia Bignoniaceae abriga (Piazzano, 1998).

As naftoquinonas tém sido descritas como potentes substancias anti-
cancer (Claudi et al, 1969 Boido et al, 1989; Itoigawa et al, 2001) e, por serem
fontes de naftoquinonas (Jacome et al., 1999), plantas de Z. montana tém sido
coletadas de forma extrativista por industrias e laboratérios que comercializam
plantas medicinais. Popularmente sdo indicadas como agentes anti-tumorais e
para as afec¢des cutédneas (Corréa, 1931).

Estudos preliminares realizados no laboratério de fitoquimica da
UNAERP, pelo Prof. Dr. Paulo Sérgio Pereira demonstraram a presencga de
trés triterpenos (acido ursdlico, oleandico, betulinico) e um flavondide (6-

Hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona) em extrato cloroférmico de folhas de Zeyheria
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montana, esta flavona tem semelhanca com a 5,6,7-trimetoxiflavona isolada em
Zeyheria tuberculosa, apresentando uma potente atividade antiviral (Hayashi et
al, 1997). Trabalhos desenvolvidos em varios paises do mundo tém mostrado
diversas atividades com esses triterpenos mencionados. O acido ursélico tem
atividade antiinflamatéria, anti protease HIV-1, anticancer, anti malaria (Manez
et al 1997; Min et al 1999; Subbaramaiah et al 2000;Traore-Keita te al 2000;),
o0 acido oleandico tem atividade antiinflamatéria, anti tumoral, anti HIV -1,
anticarcinoma de colon (Liu 1995; Mengoni et al 2000; Li et al 2002;) e o acido
betulinico tem atividade antimalaria e contra células de carcinoma cerebral.
(Steele et al, 1999; Fulda et al, 1999).

O objetivo desse trabalho foi fazer o monitoramento quimico, extraindo e
quantificando os triterpenos acido ursélico, oleandico, betulinico e o flavonéide
6-Hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona, em partes aéreas de Z. montana por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

7.2.Material e Métodos

Amostras de folhas retiradas de todos os 167 individuos de populacdes
de Z. montana foram secas em estufa com ar circulante a 50°C, por 48 h,
sendo moidas em moinho de facas até a pulverizag&o total do material vegetal.

Para a extragao do flavonodide foi preparado extrato cloroférmico com 5
g de folha moida e, posteriormente, foi fracionado em coluna cromatografica
utilizando-se silica gel como fase estacionaria e gradiente crescente de
polaridade com hexano, AcOEt e MeOH como fase moével. Fragcbes foram
purificadas em Sephadex LH-20, fase moével: metanol e cloroférmio. Na
purificagdo final utilizou-se silica gel H sob pressédo, e hexano:AcOEt (7:3)
como fase movel.

Analises por CLAE, utilizando cromatografo liquido (Shimadzu, modelo

SPD-M10Avp) com detector de arranjo de diiodo, coluna Supelcosil™ LC18:
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(4,6 x 250mm, Supelco), foram realizadas para verificar o perfil quimico, além
de identificar e verificar a pureza das substancias isoladas

Para a extragao dos triterpenos 200 mg de folhas secas e moidas foram
extraidas com 5 ml de metanol, e ultrason por 30 min e, posteriormente, o
extrato foi injetado em CLAE, acoplado a um detector de arranjo de diiodo. A
coluna utilizada foi supelcosi™ RP-18 (250 x 4,6 mm, 5um) com fase movel
MEOH:H,O/CH3COOH 0,1% (85:15) a 1 ml/min. O tempo de analise foi de 25
min e a absorbancia monitorada a 210 nm. Foram utilizados os padrdes de
acido betulinico (tgr = 18,6 min), acido aleandlico (tr = 21,3 min) e acido ursélico
(tr = 22,1 min) com as seguintes concentragdes: 1,0; 0,50; 0,25; 0,1 e 0,05
mg/ml. As analises foram realizadas em ftriplicatas.

Os dados quimicos foram associados aos dados genéticos para a
escolha dos individuos a serem preservados. A analise multivariada
(componentes principais) foi realizada com os dados quimicos, esta forneceu
um grafico onde os 167 acessos foram plotados e de modo impirico foram
selecionado nove grupos. Com os dados de RAPD foi gerado um dendograma
de cada populagéo pelo programa NTSYS 1.5 utilizando o método hierarquico
de Jaccard e o agrupamento UPGMA. A selecdo dos individuos a serem
conservados foi efetuada escolhendo acessos que se indiviualizavam no
dendograma ou apenas um acesso entre os individuos que formaram um

closther.

7.3.Resultados e Discussao

O conhecimento do perfil de flavondides de uma espécie € muito
importante porque pode auxiliar no entendimento dos cruzamentos que
ocorrem entre populagdes. De acordo com Lim et al. (1999) a quimica de
flavondides tem sido usada extensivamente para documentar hibridizagdo em
muitas espécies de plantas e reportam ainda que, em geral, o perfil de
flavondides apresentado nas plantas hibridas € um resumo do perfil quimico

dos parentais.
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A flavona 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona isolada das folhas de Z
montana tem semelhanga estrutural com a 5,6,7-trimetoxiflavona, isolada de
varias espécies inclusive de Z. tuberculosa, cuja atividade biolégica foi
confirmada como potente anti viral contra herpes tipo 1 (HSV-1) (Hayashi et al,
1997).

A analise quantitativa por CLAE da substancia 6-hidroxi-5,7,8-
trimetoxiflavona dos individuos revelou que ha diferenga significativa no teor
dessa substancia entre as plantas situadas numa mesma localidade (Tab. 1) e,
portanto pode-se sugerir que ha quimiotipos quantitativos entre os acessos
analisados de Z. montana. Segundo D’Andrea et al. (1995), variagbes
qualitativas e quantitativas em metabdlitos secundarios originam-se
principalmente de variagdes genéticas e/ou influéncias ambientais e, a
interacdo desses fatores geram diversidade biolégica que podem constituir os
chamados quimiotipos.

Trabalhos realizados com plantas medicinais, como por exemplo
Ocimum gratissimum, Chamomilla recutita e Gratiola officinalis, tém mostrado
que os flavondides sédo substancias que oscilam muito tanto quantitativa como
qualitativamente e, portanto, varios quimiotipos tém sido registrados a partir
dos estudos quimicos desses fendlicos (Grayerbarkmeijer & Tomasbarberan,
1993; Repcak et al, 1999; Vieira et al., 2001).

Os resultados mostrados na Tabela 1 revelam que a altitude n&o pode
ser considerada como um fator de influéncia no acumulo de 6-hidroxi-5,7,8-
trimetoxiflavona, uma vez que plantas localizadas na mesma altitude revelaram
teores de principio ativo muito discrepantes entre si.

O teor de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona entre plantas que crescem
proximas difere significativamente entre si. Dois acessos (25 e 26) da
populacao A coletados no municipio de Orlandia, com distancia de 50 metros
entre si, revelaram ser quimiotipos uma vez que o acesso 25 apresentou 4
vezes mais o metabdlito analisado que 0 acesso 26, isso ocorreu com outros
acessos e, entre eles, podemos citar: acessos 11 e 12 de ltirapina, amostrados
na populagéo B, também com distancia de 50 m entre eles mostraram teor de

2,74 mg/gps e 1,21 mg/gps, respectivamente. Dentro da populagcdo D os
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acessos 40 e 37 de Avanhanvada, com distdncia de 40 m entre eles
revelaram teor de 3.22 mg/gps e 0.16 mg/gps respectivamente; na populagcéo
E os acessos 60 e 62 de Nipoa, com distdncia de 10 m entre eles,
apresentaram teor de 4,39 e 1,02 respectivamente; além desses exemplos
muitos outros foram observados entre os acessos numa mesma localidade.

Ao se analisar o perfil quimico de plantas que crescem numa faixa de
distdncia de 10 m entre si ou até mesmo de 50 m, verificou-se grandes
discrepancias no teor de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona, isso poderia ser
explicado por possiveis diferengas encontradas no solo, ou seja, uma das
plantas estaria crescendo em manchas de solo que poderiam conter elementos
quimicos (macro e micronutrientes) ou biolégicos (microorganismos)
diferenciados em relacdo ao solo da outra planta e, portanto, promover
respostas quantitativas também diferentes no metabolismo secundario da
espécie em estudo.

Entretanto, o0 mesmo raciocinio ndo pode ser aplicado ao exemplo dos
acessos 1 e 3 de Assis, com distédncia de 1 metro entre si, e também
apresentaram diferengas significativas nos teores da flavona analisada com
3.85 mg/gps e 1.88 mg/gps, respectivamente. Estes dados corroboram com a
hipétese de a Z. montana ser uma espécie alégama ou de alto indice de
polinizagdo cruzada, uma vez que plantulas crescendo proximas umas das
outras apresentaram teores distintos de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona.

Além disso, o resultado das amostras de solos ( resultados nao
mostrados) revelaram que nao ha diferencgas significativas no teor de macro e
microelementos dos solos que foram retirados das plantas com alto e baixo
teor de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona. Todavia, a hipétese da microbiota do
solo estar influenciando de alguma maneira na produg¢dao do principio ativo
ainda deve ser investigada.

Ao analisar o teor de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona dentro de cada
populagao (Tab. 2) foi verificado que, com excegéo da populagédo D, ndo houve
diferencga significativa, 0 mesmo ocorrendo entre as populagdes (Tabela 3).

Com a apresentagao destes dados pode-se afirmar que ha diversidade

entre os acessos avaliados. A analise representada no dendograma (Figura 11)
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diz respeito a 11 acessos que apresentaram alto teor (acima de 3.0 mg/gps) de
6-Hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona e 9 acessos com baixo teor ( inferior a 0,6
mg/gps) desse composto. A andlise da distdncia genética, entre esses
acessos, mostrou uma similaridade genética maxima de 75%, média de 85% e
minima de 90% entre 20 acessos de quinze localidades diferentes. Ao se
cruzarem os dados das analises quimicas com as informacdes das analises
genéticas, realizadas com marcador do tipo RAPD, foi constatado que acessos
com alto e baixo teor de 6-Hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona se agruparam
geneticamente e que acessos apenas com baixos teores se agruparam assim
como acessos apenas com elevado teor também se agruparam. Portanto,
esses resultados ainda nao nos permitem afirmar se a diversidade em teor de
6-idroxi-5,7,8-trimetoxiflavona esta relacionada com o efeito ambiental ou com
a similaridade genética. Muitas analises ainda serdo necessarias para
esclarecer essa questao.

O dendograma (Fig.11) mostra que os acessos SC de S&o Carlos e
PP20 de Paraguacu Paulista se separam dos outros grupos e que O
agrupamento entre outros grupos com pequenas distancias genéticas revela
que ha uma estreita base genética entre esses acessos estudados. Saikia et
al ( 2000) estudaram uma populacao de Taxus na regiao do Himalaya e
também encontraram uma estreita base genética entre os acessos avaliados,
com um dendograma muito semelhante ao obtido com Zeyheria montana.

Além dos estudos realizados com o flavonoide 6-idroxi-5,7,8-
trimetoxiflavona também foram avaliados trés triterpenos denominados acido
oleandico, betulinico e ursdlico.

Os triterpenos constituem talvez o grupo mais importante dos
terpendides. Sao de especial importancia o colesterol, vitaminas A, D e E,
hormonios sexuais (estradiol e testosterona). Biossinteticamente estes
metabolitos derivam da unido cauda-cauda de duas unidades de farnesil
pirofosfato (FPP), a qual é diferente do modo comum como cresce a maioria
das cadeias isoprendides. Neste grupo incluem-se os esterdides que possuem
esqueleto Cy7 - Cy9, Ndo sendo, portanto, verdadeiros triterpenos. No entanto

todos derivam do mesmo precursor - o esqualeno - que possui 30 atomos de
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carbono, pelo que se prefere manter esta classificagdo. O esqualeno pode
adotar varias conformagdes (pseudo cadeira ou barco) das quais resultam
diferentes estruturas ciclicas e dai a diversidade de metabdlitos conhecidos
(Torssel,1997; Gershenzon & Kreis1999).

O perfil quimico do extrato metandlico de partes aéreas de Z. montana
realizado em CLAE ( Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia) mostrou que,
entre o flavondide e os triterpenos analisados, o acido ursélico € o metabdlito
secundario majoritario nessa espécie (Figura 1). De acordo com Oliveira
(1999), que estudou 4 espécies do cerrado (Aristolochia esperanzae,
Didymopanax vinosum, Strychnos pseudoquina e Tocoyena formosa), 0s
triterpenos, e entre esses o acido ursolico, sdo muito frequentes em espécies
do Cerrado. Embora nao haja estudos que correlacionem essa classe de
composto com as diferentes caracteristicas bidticas e abiéticas do Cerrado, é
possivel que os triterpenos tenham um papel ecoldgico importante nas plantas
desse habitat.

De modo geral com excegdes da populagéo D o teor de acido betulinico
nao diferiu significativamente dentro das populagées e, a B apresentou menor
teor desse metabdlito. Quanto a presencga de acido oleandico e ursolico pode-
se afirmar que, com excegdes da populacdo H, ndo houve diferencga
significativa no teor desses metabdlitos dentro das populag¢des estudadas (tab.
2). Também nao foi constatada diferenga significativa entre as populagbes
quanto ao teor dos metabdlitos estudados, com excecao da populagcado G para

os acidos oleandlico e betulinico (tab.3).
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Cromatograma em HPLC de extrato metandlico de folhas de Z. montana
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Figura 1. Cromatograma em HPLC de extrato metandlico de folhas e estruturas do
flavondide e triterpenos isolados de Z. montana
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Teor*
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0,16
5,03
4,08
4,39
0,46
0,54

Figura 2. Dendograma obtido com base nas distancias genéticas entre 20 individuos de Zeyheria

montana com alto e baixo teor* de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona.

Legenda
ORL=Orlandia
DC= Duplo Céu

PP=Paraguacgu Paulista
CP= Cristais Paulistas
BJ=Bom Jesus

MG= Moji Guagu

R=Rifaina

PE=Penapolis
AV=Avanhandava
SJB=Séao Joaquim da Barra
N=Nipoa

SC= Sao Carlos
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Tabela 1 . Teor de 6-hidroxi-5,7,8-Trimetoxiflavona em acessos de Zeyheria montana
coletadas em diferentes localidades.
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Populagao Localidade Altitude Teor TMF
(numero do acesso) (m) mg/gps
A Orlandia (37) 755 4.08a
Orlandia (30) 755 3.67ab
Orlandia (33) 745 3.32bc
Orlandia (36) 754 3.03cd
Orlandia (25) 761 2.62de
Orlandia (35) 766 2.13e
Orlandia (34) 745 2.11e
Orlandia (26) 758 1.55f
Orlandia (32) 746 1.53f
Orlandia (27) 760 1.29fg
Orlandia (28) 750 1.04fgh
Orlandia (31) 759 0.92ghi
Orlandia (23) 767 0.81ghi
Orlandia (22) 765 0.68hi
Orlandia (21) 766 0.59hi
Orlandia (24) 761 0.49i
(cv%) 9.51
Sao J. da Barra (38) 769 1.39a
Sao J. da Barra (39) 787 0.40b
(CV%) 14.98
Jaborandi (40) 544 1.28a
Jaborandi (42) 522 0.93ab
Jaborandi (41) 516 0.61b
(CV%) 15.73
Morro Agudo (43) 564 1.11a
Morro Agudo (44) 568 0.85a
(CV%) 14.36
Sales Oliveira (48) 840 3.19a
Sales Oliveira (46) 851 2.52b
Sales Oliveira (45) 811 2.34b
Sales Oliveira (47) 852 1.71c
(CV%) 7.53
B Sao Carlos(2) 815 1.66a
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Séo Carlos (1) 809 1.36ab
Séo Carlos (3) 804 0.88bc
Séo Carlos (4) 837 0.46¢
(CV%) 25.50
Itirapina (12) 781 2.74a
Itirapina (9) 795 2.56a
Itirapina (8) 804 2.27a
Itirapina (7) 803 1.76ab
Itirapina (11) 775 1.21b
Itirapina (10) 787 1.09b
(CV%) 19.71
C Assis (1) 590 3.85a
Assis (3) 590 1.88b
Assis (2) 543 1.12c
(CV%) 10.42
Paraguacu Paulista (27) 481 5.30a
Paraguacu Paulista (14) 478 4.07b
Paraguacu Paulista (18) 485 2.99¢c
Paraguacu Paulista (19) 487 2.85c
Paraguacu Paulista (26) 481 1.81d
Paraguacu Paulista (13) 458 1.68d
Paraguacu Paulista (28) 508 1.01e
Paraguacu Paulista (29) 498 0.97e
Paraguacu Paulista (15) 481 0.61e
Paraguacu Paulista (20) 486 0.54e
(CV%) 8.91
D Penapolis (30) 412 5.03a
Penapolis (32) 414 4.08ab
Penapolis (33) 414 3.42b
Penapolis (34) 407 3.16b
Penapolis (31) 415 0.93c
(CV%) 13.75
Avanhandava (51) 409 3.75a
Avanhandava (40) 399 3022ab
Avanhandava (38) 397 2.60bc
Avanhandava (46) 416 2.45bc
Avanhandava (53) 407 2.37bc
Avanhandava (41) 400 2.32bcd
Avanhandava (54) 392 2.23cde
Avanhandava (21) 400 2.22cde
Avanhandava (35) 397 2.18cde
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Avanhandava (42) 403 1.89cdef
Avanhandava (43) 402 1.89cdef
Avanhandava (36) 398 1.78cdefg
Avanhandava (23) 399 1.77cdefg
Avanhandava (22) 399 1.45defgh
Avanhandava (48) 420 1.36efghi
Avanhandava (47) 418 1.33efghi
Avanhandava (44) 406 1.25fghij
Avanhandava (56) 399 1.22fghij
Avanhandava (49) 419 1.14fghij
Avanhandava (39) 396 1.05fghijk
Avanhandava (6) 397 0.94ghijk
Avanhandava (50) 421 0.94ghijk
Avanhandava (55) 392 0.78hijk
Avanhandava (45) 420 0.78hijk
Avanhandava (24) 399 0.53ijk
Avanhandava (25) 397 0.41jk
Avanhandava (37) 398 0.16k
(CV%) 17.37
Nipoa (60) 427 4.39a
Nipoa (57) 440 3.62a
Nipoa (58) 432 1.45b
Nipoa (59) 431 1.02b
Nipoa (62) 442 0.69b
(CV%) 19.31
Américo de Campo (70) 448 2.93a
Ameérico de Campo (68) 449 2.69ab
Ameérico de Campo (69) 448 2.63abc
Ameérico de Campo (71) 448 2.42abc
Ameérico de Campo (63) 460 1.80bcd
Américo de Campo (64) 460 1.61cd
Américo de Campo (74) 428 1.28d
Américo de Campo (65) 456 1.07
Américo de Campo (73) 451
(CV%) 18.89
Duplo Céu (75) 498 2.11a
Duplo Céu ()76 500 0.40b
(CV%) 5.56
Mogi Guacgu (11) 634 6.49a
Mogi Guacu (20) 604 6.07a
Mogi Guagu (13) 608 6.00a
Mogi Guagu (17) 634 3.45b
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Mogi Guacu (21) 610 2.84b
Mogi Guagu (15) 646 2.54b
Mogi Guagu (10) 609 2.50b
Mogi Guagu (16) 658 1.23c
Mogi Guacgu (22) 635 1.20c
Mogi Guacu (12) 620 1.16¢
Mogi Guagu (19) 635 1.12c
Mogi Guacu (14) 627 1.03c
(CV%) 12.07
Sao Manoel (6) 737 2.53a
Sao Manoel (8) 750 1.92ab
Sao Manoel (4) 722 1.69bc
Sao Manoel (7) 733 1.28c
(CV%)12.89
Franca (72) 1017 2.43a
Franca (31) 1022 0.94b
(CV%) 25.40
Pedregulho (62) 978 5.99a
Pedregulho (56) 1004 3.11b
Pedregulho (60) 974 2.90bc
Pedregulho (48) 1006 2.79bc
Pedregulho (58) 960 2.67bc
Pedregulho (50) 1013 2.64bc
Pedregulho (51) 1023 2.40bcd
Pedregulho (47) 1009 2.33cd
Pedregulho (64) 968 2.17cde
Pedregulho (61) 973 1.86def
Pedregulho (57) 979 1.52efg
Pedregulho (52) 1022 1.51efg
Pedregulho (53) 1019 1.47efg
Pedregulho (55) 1004 1.33fgh
Pedregulho (59) 973 1.03gh
Pedregulho (54) 1016 0.66h
(CV%) 11.01
Rifaina (68) 877 5.10a
Rifaina (71) 604 4.12ab
Rifaina (66) 949 3.65b
Rifaina (70) 610 2.15¢
Rifaina (65) 949 1.61c
Rifaina (67) 951 1.41c

(CV%) 12.16
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Bom Jesus (13) 965 6.83a
Bom Jesus (16) 976 3.52b
Bom Jesus (12) 959 3.50b
Bom Jesus (8) 1048 2.75¢c
Bom Jesus (21) 978 1.89d
Bom Jesus (9) 1056 1.74d
Bom Jesus (17) 975 1.66de
Bom Jesus (15) 987 1.54def
Bom Jesus (14) 962 1.41def
Bom Jesus (24) 988 1.38defg
Bom Jesus (5) 1028 1.03efgh
Bom Jesus (25) 1001 0.96fgh
Bom Jesus (6) 1033 0.94fgh
Bom Jesus (1) 948 0.72gh
Bom Jesus (10) 1042 0.36h
(CV%) 11.01
Cristais Paulista (39) 990 4.75a
Cristais Paulista (41) 995 4.38a
Cristais Paulista (46) 993 4.12ab
Cristais Paulista (40) 992 3.69abc
Cristais Paulista (44) 997 3.67abc
Cristais Paulista (36) 995 3.18abcd
Cristais Paulista (43) 994 2.59bcd
Cristais Paulista (42) 992 2.57bcd
Cristais Paulista (32) 990 2.02cde
Cristais Paulista (33) 989 1.73de
Cristais Paulista (38) 989 1.58de
Cristais Paulista (35) 1005 1.46de
Cristais Paulista (34) 990 0.73e
Cristais Paulista (37) 992 0.45e

(CV%) 21.78

Média seguida das mesmas letras néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(0,5%).
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Tabela 2. Média dos teores de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona (TMF) e triperpenos (mg/gps)

em Zeyheria montana calculada dentro das subpopulacdes.

Localidade / Populagao |Média do |Média do|Médiado |Média do

teor de teor de |teor de teor de

TMF ac. acido acido

betulinic |oleandlico |ursolico

0 mg/gps mg/gps
Orlandia/A 1.86a 4 91a 4 .10a 10.08a
Sao Joaquim da Barra/A 0.89a 6.06a 4.08a 10.32a

Jaborandi/A 0.94a 4 .42a 4.29a 9.94a
Morro Agudo/A 0.98a 4.47a 4.34a 11.46a
Sales Oliveira/A 2.22a 3.91a 5.00a 13.06a

(CV%) 58.91 34.94 22.79 25.42

Sao Carlos/B 1.09a 1.98a 4.13a 9.38a
Itirapina/B 1.93a 1.29a 4.71a 12.41a
(CV%) 39.92 42.28 19.29 24 .33a
Assis/C 2.28a 3.92a 3.63a 10.21a
Paraguacu Paulista/C 2.18a 4.05a 4.34a 12.07a

(CV%) 70.69 34.12 20.08 24.30
Penapolis/D 3.32a 4.16a 4.86a 11.97a
Avanhandava/D 1.63b 6.38b 5.05a 13.72a

(CV%) 51.50 30.42 24 .97 31.34
Nipoa/E 2.23a 6.53a 4.65a 12.88a
Ameérico de Campo/E 1.93a 6.66a 4.81a 13.29a
Duplo Céu/E 1.25a 6.58a 4.94a 13.40a

(CV%) 58.94 27.27 27.75 34.36

Mogi Guacgu/F 2.97 4.81 3.27 8.92

Sao Manuel/G 1.85 3.87 2.96 7.43
Franca/H 1.68a 3.38a 4.40a 12.34a
Pedregulho/H 2.27a 4.62a 4.83a 13.65a
Rifaina/H 3.00a 5.47a 4.77a 13.58a

Bom Jesus/H 2.01a 5.52a 3.44b 9.00b
Cristais Paulista/H 2.63a 5.48a 4.71a 12.81a

(CV%) 60.06 41.62 17.72 20.26

Médias seguidas das mesmas letras n&do diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(0,5%).
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Tabela 3 . Média dos teores de 6-hidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona (TMF) e triperpenos (mg/gps)
em Zeyheria montana calculada entre as populagdes.

Populacao Média do| Média do Média do Média do
teor de TMF | t€orde | teorde | teorde
acido acido acido
betulinico | oleandlico ursolico
A 1.42a 4.75a 4 .16a 10.97a
B 1.51a 1.63a 4 .42a 10.89a
C 2.23a 3.98a 3.99a 11.14a
D 2.47a 5.27a 4.95a 12.85a
E 1.80a 6.59a 4.80a 13.19a
F 2.97a 4 .81a 3.27ab 8.92a
G 1.85a 3.87a 2.96b 7.43b
H 2.36 4.99a 4.43a 12.27a
(cv%) 33.54 38.24 16.98 19.81

Médias seguidas das mesmas letras n&o diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
(0,5%).

Tabela 4 . Teor de acido oleandlico em acessos de Zeyheria montana coletadas em
diferentes localidades.

Populagao Localidade Altitude Teor acido
(numero do acesso) (m) oleandlico mg/gps
A Orlandia (30) 755 5.83a
Orlandia (35) 766 5.46ab
Orlandia (32) 746 5.06abc
Orlandia (33) 745 4.89abc
Orlandia (36) 754 4.85abc
Orlandia (21) 766 4.77bc
Orlandia (34) 745 4.71bc
Orlandia (31) 759 4.20c
Orlandia (37) 755 4.11cd
Orlandia (26) 758 4.02cde
Orlandia (22) 765 3.08def
Orlandia (27) 760 3.05def
Orlandia (25) 761 3.03ef
Orlandia (28) 750 2.95f
Orlandia (23) 767 2.84f
Orlandia (24) 761 2.80f
(cv%) 8.49
Séo J. da Barra (39) 787 4.39a
Séo J. da Barra (38) 769 3.78a
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(CV%) 9.35

Jaborandi (42) 522 5.84a
Jaborandi (40) 544 4.14b
Jaborandi (41) 516 2.89¢c
(CV%) 11.41
Morro Agudo (44) 598 4.46a
Morro Agudo (43) 594 4.21a
(CV%) 12.07
Sales Oliveira (47) 852 5.41a
Sales Oliveira (45) 811 5.33a
Sales Oliveira (46) 851 4.82a
Sales Oliveira (48) 840 4.46a
(CV%) 8.35
B Sao Carlos(3) 804 5.05a
Séo Carlos (1) 809 4.40ab
Sao Carlos (2) 815 3.86ab
Séao Carlos (4) 837 3.20b
(CV%) 12.72
Itirapina (9) 795 6.27a
Itirapina (12) 781 5.18ab
Itirapina (11) 775 4.75bc
Itirapina (10) 787 4.13bc
Itirapina (7) 803 4.01c
Itirapina (8) 804 3.91c
(CV%) 8.92
C Assis (1) 590 4.59a
Assis (3) 590 3.29b
Assis (2) 543 3.00b
(CV%) 11.63
Paraguacu Paulista (15) 481 5.64a
Paraguacu Paulista (19) 487 5.24ab
Paraguacu Paulista (18) 485 5.17ab
Paraguacu Paulista (13) 458 4.81abc
Paraguacu Paulista (27) 481 4.29abc
Paraguacu Paulista (20) 486 4.14abc
Paraguacu Paulista (28) 508 3.91bc
Paraguacu Paulista (26) 481 3.64bc
Paraguacgu Paulista (29) 498 3.36¢

Paraguacu Paulista (14) 478 3.23¢c
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(CV%) 12.78

D Penapolis (33) 414 5.66a
Penapolis (32) 414 5.58a
Penapolis (31) 415 4.80ab
Penapolis (30) 412 4.35b
Penapolis (34) 407 3.91b

(CV%) 6.98
Avanhandava (56) 399 7.27a
Avanhandava (35) 397 6.82ab
Avanhandava (23) 399 6.73ab
Avanhandava (38) 397 6.55ab
Avanhandava (36) 398 6.27abc
Avanhandava (44) 406 6.10abcd
Avanhandava (40) 399 6.01abcd
Avanhandava (51) 409 5.92abcde
Avanhandava (22) 399 5.84abcdef
Avanhandava (50) 421 5.81abcdef
Avanhandava (41) 400 5.53abcdefg
Avanhandava (42) 403 5.45abcdefg
Avanhandava (53) 407 5.41bcdefg
Avanhandava (54) 392 5.39bcdefg
Avanhandava (43) 402 5.26bcdefgh
Avanhandava (47) 418 5.08bcdefgh
Avanhandava (45) 420 4.61cdefghi
Avanhandava (55) 392 4.40defghij
Avanhandava (6) 397 4.31defghij
Avanhandava (39) 396 4.11efghij
Avanhandava (24) 399 4.03fghij
Avanhandava (49) 419 3.94ghij
Avanhandava (48) 420 3.83ghijk
Avanhandava (21) 400 3.57hijk
Avanhandava (37) 398 3.26ijk
Avanhandava (25) 397 2.70jk
Avanhandava (46) 416 2.07k
(CV%) 11.33
E Nipoa (57) 440 6.08a
Nipoa (60) 427 6.01a
Nipoa (58) 432 4.71ab
Nipoa (62) 442 3.33ab
Nipoa (59) 431 3.12b
(CV%) 22.55
Ameérico de Campo (68) 449 7.55a
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Américo de Campo (73) 451 5.98ab
Américo de Campo (71) 448 5.21ab
Américo de Campo (74) 428 4.55bc
Américo de Campo (70) 448 4.54bc
Ameérico de Campo (64) 460 4.38bc
Ameérico de Campo (63) 460 4.31bc
Ameérico de Campo (69) 448 4.26bc
Américo de Campo (65) 456 2.56¢
(CV%) 18.27
Duplo Céu (75) 498 4.94a
Duplo Céu (76) 500 4.94a
(CV%) 5.15
F Mogi Guagu (11) 634 4.85a
Mogi Guagu (10) 609 4.39ab
Mogi Guacgu (15) 646 3.91abc
Mogi Guagu (13) 608 3.69abcd
Mogi Guagu (16) 658 3.50abcd
Mogi Guacgu (21) 610 3.20bcde
Mogi Guacu (20) 604 3.07bcde
Mogi Guacu (22) 635 2.95bcde
Mogi Guacu (14) 627 2.85cde
Mogi Guacu (17) 634 2.53cde
Mogi Guacu (12) 620 2.35de
Mogi Guagu (19) 635 1.91e
(CV%) 15.32
G Sao Manoel (6) 737 3.65a
Sao Manoel (7) 733 3.60a
Sao Manoel (8) 750 2.29b
Sao Manoel (4) 722 2.29b
(CV%) 12.12
H Franca (72) 1017 5.42a
Franca (31) 1022 3.38b
(CV%) 12.95
Pedregulho (53) 1019 5.97a
Pedregulho (50) 1013 5.45ab
Pedregulho (64) 968 5.34abc
Pedregulho (57) 979 5.19abc
Pedregulho (47) 1009 5.18abc
Pedregulho (59) 973 5.15abc
Pedregulho (55) 1004 5.07abc
Pedregulho (60) 974 4.77abc
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Pedregulho (62) 978 4.69abc
Pedregulho (51) 1023 4.68abc
Pedregulho (54) 1016 4.61abc
Pedregulho (52) 1022 4.55abc
Pedregulho (61) 973 4.43abc
Pedregulho (58) 960 4.43abc
Pedregulho (56) 1004 4.06bc
Pedregulho (48) 1006 3.66¢
(CV%) 11.47
Rifaina (65) 949 5.84a
Rifaina (71) 604 5.08ab
Rifaina (68) 877 4.67b
Rifaina (66) 949 4.59b
Rifaina (70) 610 4.25b
Rifaina (67) 951 4.19b
(CV%) 8.08
Bom Jesus (24) 988 4.95a
Bom Jesus (8) 1048 4.20ab
Bom Jesus (9) 1056 4.03abc
Bom Jesus (15) 987 3.96abc
Bom Jesus (17) 975 3.72abc
Bom Jesus (25) 1001 3.68abc
Bom Jesus (14) 962 3.66abc
Bom Jesus (6) 1033 3.58abc
Bom Jesus (12) 959 3.49abc
Bom Jesus (16) 976 3.25abc
Bom Jesus (10) 1042 3.08abc
Bom Jesus (13) 965 3.04bc
Bom Jesus (5) 1028 2.37bc
Bom Jesus (1) 948 2.34bc
Bom Jesus (21) 978 2.27c
(CV%) 18.33
Cristais Paulista (33) 989 6.64a
Cristais Paulista (42) 992 5.73ab
Cristais Paulista (36) 995 5.64abc
Cristais Paulista (39) 990 5.34abcd
Cristais Paulista (43) 994 5.18abcd
Cristais Paulista (44) 997 5.06abcd
Cristais Paulista (40) 992 4.63abcd
Cristais Paulista (38) 989 4.57abcd
Cristais Paulista (46) 993 4.49abcd
Cristais Paulista (35) 1005 4.31abcd
Cristais Paulista (41) 995 4.27abcd
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Cristais Paulista (37) 992 3.65bcd
Cristais Paulista (34) 990 3.30cd
Cristais Paulista (32) 990 3.10d

(CV%) 17.03

Média seguida das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(0,5%).

Tabela 5 . Teor de acido ursélico em acessos de Zeyheria montana coletadas em diferentes

localidades.
Populagao Localidade Altitude Teor acido ursolico
(numero do acesso) (m) mg/gps
A Orlandia (30) 755 15.61a
Orlandia (34) 745 13.95ab
Orlandia (35) 766 13.35abc
Orlandia (32) 746 12.80abc
Orlandia (33) 745 11.90abcd
Orlandia (36) 754 11.80abcd
Orlandia (21) 766 11.27abcde
Orlandia (37) 755 11.25abcde
Orlandia (26) 758 9.19bcdef
Orlandia (31) 759 8.85cdef
Orlandia (23) 767 7.61def
Orlandia (25) 761 7.26def
Orlandia (22) 765 7.05def
Orlandia (27) 760 6.98def
Orlandia (28) 750 6.74ef
Orlandia (24) 761 5.77f
(cv%) 16.14
Séo J. da Barra (39) 787 11.29a
Séo J. da Barra (38) 769 9.35b
(CV%) 6.36
Jaborandi (42) 522 12.27a
Jaborandi (40) 544 11.14a
Jaborandi (41) 516 6.40b
(CV%) 10.41
Morro Agudo (43) 564 11.75a
Morro Agudo (44) 568 11.18a
(CV%) 9.37
Sales Oliveira (45) 811 13.86a
Sales Oliveira (47) 852 13.66a
Sales Oliveira (48) 840 12.69a
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Sales Oliveira (46) 851 12.69a
12.04a
(CV%) 7.76
B Sao Carlos(3) 804 12.61a
Séo Carlos (1) 809 10.82a
Séao Carlos (4) 837 7.70a
Sao Carlos (2) 815 6.3a
(CV%) 25.85
Itirapina (9) 795 16.24a
Itirapina (12) 781 14.54ab
Itirapina (11) 775 12.45bc
Itirapina (8) 804 11.99bc
Itirapina (7) 803 9.97c
Itirapina (10) 787 9.26¢
(CV%) 9.96
C Assis (1) 590 14.39a
Assis (2) 543 8.21b
Assis (3) 590 8.04b
(CV%) 13.25
Paraguacu Paulista (19) 487 15.97a
Paraguacu Paulista (15) 481 15.07ab
Paraguacu Paulista (18) 508 14.02abc
Paraguacu Paulista (13) 458 13.94abc
Paraguacu Paulista (27) 481 12.59abcd
Paraguacu Paulista (20) 486 11.25abcd
Paraguacu Paulista (26) 481 10.38bcd
Paraguacu Paulista (14) 478 9.79cd
Paraguacu Paulista (28) 508 9.25cd
Paraguacu Paulista (29) 498 8.38d
(CV%) 14.10
D Penapolis (33) 414 15.38a
Penapolis (32) 414 15.32a
Penapolis (31) 415 11.52ab
Penapolis (34) 407 9.38b
Penapolis (30) 412 8.26b
(CV%) 18.38
Avanhandava (56) 399 21.71a
Avanhandava (23) 399 19.19ab
Avanhandava (35) 397 18.67ab
Avanhandava (38) 397 18.07ab
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Avanhandava (36) 398 17.39ab
Avanhandava (40) 399 17.26ab
Avanhandava (51) 409 17.14ab
Avanhandava (44) 406 16.76abc
Avanhandava (42) 403 16.45bc
Avanhandava (41) 400 16.37bc
Avanhandava (50) 421 15.81bcd
Avanhandava (54) 392 15.24bcde
Avanhandava (53) 407 15.22bcde
Avanhandava (47) 418 15.16bcde
Avanhandava (43) 402 14.88bcde
Avanhandava (22) 399 14.68bcdef
Avanhandava (55) 392 11.83cdefg
Avanhandava (49) 419 10.90defg
Avanhandava (24) 399 10.64efgh
Avanhandava (6) 397 10.23efg
Avanhandava (48) 420 10.19efgh
Avanhandava (39) 396 9.76fghi
Avanhandava (45) 420 9.69fghi
Avanhandava (37) 398 8.63ghi
Avanhandava (21) 400 7.95ghi
Avanhandava (25) 397 5.65hi
Avanhandava (46) 416 4.99i
(CV%) 11.70
E Nipoa (60) 427 19.02a
Nipoa (57) 440 17.08a
Nipoa (58) 432 13.71ab
Nipoa (59) 431 7.53b
Nipoa (62) 442 7.06b
(CV%) 26.14
Américo de Campo (68) 449 21.93a
Américo de Campo (73) 451 16.83ab
Américo de Campo (74) 428 14.32abc
Américo de Campo (71) 448 13.84abc
Américo de Campo (69) 448 11.76bc
Américo de Campo (64) 460 11.68bc
Américo de Campo (70) 448 11.55bc
Américo de Campo (63) 460 11.23bc
Américo de Campo (65) 456 6.51c
(CV%) 21.75
Duplo Céu (76) 500 14.31a
Duplo Céu (75) 498 12.49a

(CV%) 9.85
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F Mogi Guacu (10) 604 13.53a

Mogi Guacgu (11) 634 13.53a
Mogi Guacgu (13) 608 10.46ab
Mogi Guagu (16) 658 10.01b
Mogi Guagu (15) 646 9.64b
Mogi Guagu (20) 604 8.08bc
Mogi Guagu (14) 627 8.08bc
Mogi Guagu (22) 635 7.44bc
Mogi Guagu (21) 610 7.43bc
Mogi Guacgu (17) 634 7.43bc
Mogi Guagu (19) 635 5.71c
Mogi Guagu (12) 620 5.70c
(CV%)12.02
G Sao Manoel (7) 733 9.24a
Sé&o Manoel (6) 737 8.58ab
S&o Manoel (8) 750 6.10bc
S&o Manoel (4) 722 5.81c
(CV%)13.12
H Franca (31) 1022 15.71a
Franca (72) 1017 8.98b
(CV%)15.17
Pedregulho (53) 1019 16.87a
Pedregulho (59) 973 15.32ab
Pedregulho (64) 968 15.16ab
Pedregulho (50) 1013 14.93ab
Pedregulho (57) 979 14.89ab
Pedregulho (51) 1023 13.90ab
Pedregulho (48) 1006 13.73ab
Pedregulho (55) 1004 13.62ab
Pedregulho (62) 978 13.30ab
Pedregulho (47) 1009 13.06ab
Pedregulho (60) 974 12.88ab
Pedregulho (54) 1016 12.36ab
Pedregulho (56) 1004 12.36ab
Pedregulho (52) 1022 12.28ab
Pedregulho (58) 960 12.27ab
Pedregulho (61) 973 11.43b
(CV%)12.63
Rifaina (65) 949 17.50a
Rifaina (66) 949 13.81b

Rifaina (71) 604 13.63b
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Rifaina (68) 877 13.48b
Rifaina (70) 610 11.99b
Rifaina (67) 951 11.07b
(CV%)8.08
Bom Jesus (24) 988 12.74a
Bom Jesus (8) 1048 11.65ab
Bom Jesus (9) 1056 11.02ab
Bom Jesus (15) 987 10.89ab
Bom Jesus (6) 1033 10.15abc
Bom Jesus (25) 1001 9.84abc
Bom Jesus (12) 959 9.74abcd
Bom Jesus (14) 962 9.44abcd
Bom Jesus (13) 965 8.90bcde
Bom Jesus (17) 975 8.57bcde
Bom Jesus (16) 976 8.23bcde
Bom Jesus (10) 1042 6.61cde
Bom Jesus (5) 1028 6.04de
Bom Jesus (21) 978 5.98de
Bom Jesus (1) 948 5.20e
(CV%)13.93
Cristais Paulista (33) 989 18.40a
Cristais Paulista (44) 997 16.17ab
Cristais Paulista (42) 992 15.81ab
Cristais Paulista (36) 995 15.32ab
Cristais Paulista (39) 990 14.75ab
Cristais Paulista (43) 994 14.60abc
Cristais Paulista (41) 995 12.94abcd
Cristais Paulista (38) 989 12.68abcd
Cristais Paulista (46) 993 12.44abcd
Cristais Paulista (35) 1005 11.26bcd
Cristais Paulista (37) 992 10.25bcd
Cristais Paulista (40) 992 8.56¢cd
Cristais Paulista (34) 990 8.54cd
Cristais Paulista (32) 990 7.58d
(CV%)16.05

Média seguida das mesmas letras nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(0,5%).
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Tabela 6 . Teor de acido betulinico em acessos de Zeyheria montana coletadas em
diferentes localidades.

Populagao Localidade Altitude Teor acido
(numero do acesso) (m) betulinico mg/gps
A Orlandia (32) 746 8.28a
Orlandia (24) 761 7.27ab
Orlandia (30) 755 7.21ab
Orlandia (36) 754 6.45bc
Orlandia (31) 759 6.05bcd
Orlandia (35) 766 5.51cde
Orlandia (33) 745 5.08cde
Orlandia (34) 745 4.98cde
Orlandia (26) 758 4.86de
Orlandia (25) 761 4.35ef
Orlandia (21) 766 4.17ef
Orlandia (28) 750 3.23fg
Orlandia (37) 755 3.07fg
Orlandia (27) 760 2.85fg
Orlandia (22) 765 2.65¢g
Orlandia (23) 767 2.549g
(cv%) 10.20
Sao J. da Barra (38) 769 7.35a
Sao J. da Barra (39) 787 4.77b
(CV%) 8.48
Jaborandi (41) 516 5.75a
Jaborandi (42) 522 5.25a
Jaborandi (40) 544 2.24b
(CV%) 12.37
Morro Agudo (43) 564 5.29a
Morro Agudo (44) 568 3.64b
(CV%) 10.22
Sales Oliveira (47) 852 4.55a
Sales Oliveira (45) 811 3.97a
Sales Oliveira (48) 840 3.79a
Sales Oliveira (46) 851 3.32a
(CV%) 13.29
B Sao Carlos(3) 804 3.16a
Sao Carlos (1) 809 2.04b

Sao Carlos (2) 815 1.98b
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Séao Carlos (4) 837 0.73c
(CV%) 13.62
Itirapina (9) 795 1.79a
Itirapina (12) 781 1.48ab
Itirapina (11) 775 1.37ab
Itirapina (8) 804 1.24ab
Itirapina (7) 803 1.01b
Itirapina (10) 787 0.86b
(CV%) 18.47
C Assis (3) 590 4.88a
Assis (1) 590 4.09a
Assis (2) 543 2.80a
(CV%) 54.66
Paraguacu Paulista (15) 481 6.14a
Paraguacu Paulista (18) 485 6.12a
Paraguacu Paulista (29) 498 4.83ab
Paraguacu Paulista (20) 486 4.45abc
Paraguacu Paulista (26) 481 4.35abc
Paraguacu Paulista (13) 458 4.04abcd
Paraguacu Paulista (14) 478 3.13bcd
Paraguacu Paulista (28) 508 2.97bcd
Paraguacu Paulista (19) 487 2.52cd
Paraguacu Paulista (28) 508 1.90d
(CV%) 19.26
D Penapolis (30) 412 5.45a
Penapolis (34) 407 5.27a
Penapolis (32) 414 4.25b
Penapolis (33) 414 4.09b
Penapolis (31) 415 1.75¢c
(CV%) 6.96
Avanhandava (35) 397 10.91a
Avanhandava (22) 399 9.99ab
Avanhandava (39) 396 9.22abc
Avanhandava (40) 399 8.44abcd
Avanhandava (6) 397 8.14abcde
Avanhandava (47) 418 8.05abcde
Avanhandava (54) 392 7.46bcdef
Avanhandava (51) 409 6.76cdefg
Avanhandava (42) 403 6.71cdefgh
Avanhandava (50) 421 6.55cdefghi

Avanhandava (45) 420 6.53cdefghi
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Avanhandava (23) 399 6.52cdefghi
Avanhandava (56) 399 6.47cdefghi
Avanhandava (36) 398 6.33defghi
Avanhandava (43) 402 6.21defghi
Avanhandava (41) 400 6.15defghi
Avanhandava (46) 416 6.13defghi
Avanhandava (25) 397 5.96defghi
Avanhandava (49) 419 5.78defghi
Avanhandava (24) 399 5.32efghi
Avanhandava (37) 398 5.00fghi
Avanhandava (38) 397 4.45¢ghi
Avanhandava (21) 400 4.14ghi
Avanhandava (48) 420 3.85hi
Avanhandava (44) 406 3.84hi
Avanhandava (55) 392 3.74i
Avanhandava (53) 407 3.70i
(CV%) 14.12
E Nipoa (62) 442 7.86a
Nipoa (58) 432 7.66a
Nipoa (60) 427 7.13a
Nipoa (59) 431 5.39a
Nipoa (57) 440 4.63a
(CV%) 27.18
Ameérico de Campo (68) 449 10.33a
Américo de Campo (65) 456 7.83ab
Américo de Campo (73) 451 7.55ab
Ameérico de Campo (74) 428 6.34b
Ameérico de Campo (64) 460 5.91b
Ameérico de Campo (63) 460 5.74b
Ameérico de Campo (71) 448 5.71b
Américo de Campo (69) 448 5.61b
Américo de Campo (70) 448 4.93b
(CV%) 18.77
Duplo Céu (5) 498 9.02a
Duplo Céu (6) 500 4.14b
(CV%) 30.54
F Mogi-Guacu (21) 610 10.51a
Mogi-Guagu (17) 634 9.74a
Mogi-Guagu (15) 646 5.13b
Mogi-Guagu (14) 627 4.77bc
Mogi-Guagu (12) 620 4.57bc
Mogi-Guacu (10) 609 4.39bc
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Mogi-Guacu (13) 608 3.94bcd
Mogi-Guagu (16) 658 3.65cde
Mogi-Guacu (20) 604 3.08de
Mogi-Guagu (11) 634 2.71de
Mogi-Guagu (22) 635 2.6e
Mogi-Guacu (19) 635 2.54e
(CV%) 8.87
Sao Manoel (6) 737 5.08a
Sao Manoel (7) 733 3.85b
Sao Manoel (8) 750 3.57b
Sao Manoel (4) 722 2.98b
(CV%) 10.70
Franca (72) 1017 3.51a
Franca (31) 1022 3.25a
(CV%) 7.93
Pedregulho (61) 973 7.03a
Pedregulho (47) 1009 6.86a
Pedregulho (48) 1006 5.84ab
Pedregulho (53) 1019 5.75ab
Pedregulho (62) 978 5.44abc
Pedregulho (50) 1013 5.01abcd
Pedregulho (56) 1004 4.99abcd
Pedregulho (60) 974 4.92abcd
Pedregulho (52) 1022 4.42bcd
Pedregulho (59) 973 4.15bcde
Pedregulho (51) 1023 3.82bcde
Pedregulho (64) 968 3.81bcde
Pedregulho (58) 960 3.59bcde
Pedregulho (55) 1004 3.25cde
Pedregulho (57) 979 3.04de
Pedregulho (54) 1016 2.04e
(CV%) 16.60
Rifaina (70) 610 7.34a
Rifaina (67) 951 7.14a
Rifaina (71) 604 6.88a
Rifaina (66) 949 5.81b
Rifaina (65) 949 2.82c
Rifaina (68) 877 2.81c
(CV%) 6.80
Bom Jesus (13) 965 12.73a
Bom Jesus (25) 1001 8.48b
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Bom Jesus (8) 1048 8.44b
Bom Jesus (6) 1033 7.32bc
Bom Jesus (1) 948 6.26cd
Bom Jesus (9) 1056 5.99cd
Bom Jesus (24) 988 5.91cd
Bom Jesus (17) 975 5.56d
Bom Jesus (14) 962 5.31de
Bom Jesus (16) 976 3.82ef
Bom Jesus (10) 1042 3.48fg
Bom Jesus (12) 959 2.58fg
Bom Jesus (15) 987 2.45fg
Bom Jesus (21) 978 2.42fg
Bom Jesus (5) 1028 2.03g
(CV%) 10.36
Cristais Paulista (42) 992 8.74a
Cristais Paulista (46) 993 8.33ab
Cristais Paulista (43) 994 7.90ab
Cristais Paulista (38) 989 7.14abc
Cristais Paulista (40) 992 6.22abc
Cristais Paulista (33) 989 5.42bcd
Cristais Paulista (36) 995 5.40bcd
Cristais Paulista (39) 990 5.18bcd
Cristais Paulista (44) 997 4.67cd
Cristais Paulista (35) 1005 4.29cd
Cristais Paulista (34) 990 3.95cd
Cristais Paulista (41) 995 3.95cd
Cristais Paulista (37) 992 2.81d
Cristais Paulista (32) 990 2.66d

(CV%) 19.50

Média seguida das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(0,5%).

Os acessos de Zeyheria montana coletados tanto, em ambiente de
Cerrado ralo ( Furnas de Bom Jesus e Reserva Biolégica de Mogi Guagu)
como em situacdo ruderal, apresentaram resultados similares em termos de
teor flavondide e triterpenos. Essa informacédo é importante porque algumas
plantas, quando sao transferidas de seu ambiente natural, de forma antrépica
ou nao, podem apresentar alteragdes significativas no metabolismo secundario.

Segundo Brown (1988), Dalbergia sp., que cresce sob condi¢ao ruderal,
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apresenta menor atividade terapéutica do que as plantas que crescem em
ambiente natural dessa espécie.

A andlise das caracteristicas quimicas foi associada a técnica de
componentes principais, com objetivo de se verificar quanto cada composto
quimico avaliado contribui para a avaliacido da diversidade da Z. montana. A
tabela 7 mostra que a variagdo nos dois primeiros componentes principais foi
superior a 75%. Com base nos dados, pela técnica de componentes principais,
foi possivel observar que o acido ursélico e o oleondico se comportaram de
maneira semelhante quanto a variabilidade e, portanto, optou-se por excluir os
dados do triterpeno acido oleandico por n&o acrescentar informagdes
adicionais. A partir desse dado nova analise foi realizada usando-se apenas os
trés metabdlitos secundarios, ou seja, flavondide, acidos ursodlico e betulinico
(tabela 8) e, os escores em relagdo aos componentes principais para os 167
acessos de Zeyheria Montana, foram listados na tabela 9.

Os métodos de agrupamentos tém por finalidade separar um grupo
original de observagbes em varios subgrupos, de tal forma a existir
homogeneidade entre os subgrupos (Cruz, 1990). Essa técnica depende
fundamentalmente de medidas de distancias ou similaridades estimadas
previamente. Entre os métodos aglomerativos os mais utilizados sdo os de
otimizagdo e os hierarquicos. Os de otimizagdo dividem os genoétipos em
subgrupos ndo vazios e mutuamente exclusivos e, um dos mais empregados é
o proposto por Tocher (Rao, 1952), o qual estabelece que as médias das
medidas de distancias dentro de cada grupo, devem ser menores que as
distancias médias entre quaisquer outros grupos. Nos métodos hierarquicos, os
genotipos sdo agrupados por um processo que se repete em varios niveis, até
que seja estabelecido um dendograma ou diagrama de arvore (Cruz & Regazzi,
1994).

O método de Tocher foi empregado com os dados obtidos pela analise
quimica do flavonodide, acido ursdlico e betulinico (tabela 10).

Para a finalizagdo desse trabalho foram associados os dados quimicos
mostrados no grafico de componentes principais e a diversidade genética

apresentada nos dendogramas. Essa associacao permitiu, entéo, selecionar os
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individuos que serdo conservados em banco de germoplasma. Essas
informagdes encerram esse trabalho e estdo comentadas nos proximos
paragrafos.

Analisando o grafico de componentes principais ( Figura 10), que foi
obtido a partir da analise multivariada, pode-se afirmar que a populagao A
apresentou um perfil quimico rico em acido betulinico, pobre em flavondide e
acido ursdlico. (Fig 3). Os individuos dessa populagdo se encontram
distribuidos em areas cuja altitude varia entre 745 e 811m acima do nivel do
mar. Comparando-se o0s dados dos componentes principais com o0s
dendogramas, das figuras 4 a 11, foram selecionadas 11 acessos de um total
de 27 individuos que serdo conservados em banco de germoplasma e estéo
listados na tabela 11.

A populagdo B agrupou individuos de Séo Carlos e ltirapina, foi a
populagao que apresentou menor teor dos metabdlitos analisados. Do ponto de
vista de conservagdo sugerimos que dos 10 individuos dessa populagéo 3
sejam conservados. A altitude nessa populagao foi registrada entre 775 a 837
m.

O perfil quimico na Populagdo C apresentou resultado oposto ao
apresentado pela populagao A, ou seja, rico em flavondide e acido ursdlico e
podre em acido betulinico. Os individuos foram localizados em altitude de 458
a 590 m e foram selecionados para a conservacdo, 6 de 13 individuos
avaliados.

A populagao D que compreende individuos de Penapolis e Avanhandava
geograficamente estdo em regides de altitude mais baixa (396-420m) quando
comparadas com as outras populagbes. De um modo geral a maioria dos
individuos esta localizada no grafico de componentes principais em areas que
representam elevado teor de metabdlito secundario apenas 1/3 dos individuos
estdo concentrados na regido que apresenta médio teor. Dos 32 individuos,
indicamos 8 para a conservacdo, uma vez que estes estdo distribuidos em
closthers isolados em diversos dendogramas (figuras 4 a11).

A populagao E mostrou um comportamento semelhante ao da populagao

D, em termos de teores de metabdlito secundario e as plantas foram
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encontradas em altitudes que variaram entre 427-500m. Para efeito de
conservacgao foram selecionados apenas os individuos que apresentaram alto
teor de metabdlitos secundarios e que foram encontrados em closther distantes
dos closther da populagao D. Apenas 4 individuos de um total de 16 foram
selecionados para conservacao.

Os acessos da populacao F apresentaram alto, médio e baixos teores de
metabdlitos secundarios. As altitudes foram registradas entre 604-658m.
Foram selecionados para conservacao 3 individuos de um total de 12.

A populagdo G (Sdo Manoel) apresentou baixo teor de metabdlitos
secundarios e 3 dos 4 individuos da populagdo foram agrupados no
dendograma da figura 7 e, portanto, selecionados 2 individuos para o banco
de germoplasma. Os acessos foram encontrados em altitude de 722 a750m.

A populagao H foi a Unica que teve representantes em todas as areas do
grafico de componentes principais, portanto, os acessos apresentaram todos
os niveis de teor de metabdlito secundario. Nessa populagdo também foi
registrada a maior variagdo em termos de altitude ( 610-1056 m). foram
selecionados para conservagao 18 individuos de um total 53 acessos e estes
estao listados na tabela 11 onde pode ser vista a localizagdo exata de onde se

encontram no Estado de S&o Paulo.
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Tabela 7. Estimativas das variancias (autovalores —AVA), associadas aos componentes
principais (CP) e respectivos coeficientes de ponderacdo (autovetores- AVE) das

caracteristicas teores de flavonoide (Flav),acido ursolico (Urs), betulinico (Bet) e oleanoico
(Ole).

CP| Variancia Coeficiente de ponderacao associados as caracteristicas -
AVE
AVA | % Flav. Urs. Bet. Ole
1 |2.12 | 53,09 0,26 0,65 0,27 0,65
2 1091|2298 0,87 -0,21 0,33 -0,27
3 |10.90 | 22,69 -0,40 -0,12 0,90 -0,08
4 10.04| 1,23 0,50 -0,71 -0,01 0,70

Tabela 8. Estimativas das variancias (autovalores —AVA), associadas aos componentes
principais (CP) e respectivos coeficientes de ponderagdo (autovetores- AVE) das
caracteristicas teores de flavonoide (Flav),acido ursolico (Urs) e betulinico (Bet).

CP| Variancia Coeficiente de ponderacao associados as caracteristicas -
AVE
AVA | % Flav Urs Bet
1 11,36 | 45,59 0,55 0.65 0,51
2 10,90 | 30,28 -0,64 -0,04 0,76
3 10,72 | 24,11 -0,52 0,75 -0,39

Tabela 9. Escores relativos aos 167 acessos de Zeyheria montana, obtidos em relacdo aos
componentes principais (CP) correspondentes as variaveis teor de flavondide, acido ursolico e
betolinico.

Acesso TMF Ac. ursodlico Ac. betulinico
1 3.3206 1.0287 1.4014
2 2.236 0.5115 0.742
3 2.3229 0.3859 0.845
4 2.9948 2.2418 -0.2887
5 3.468 0.1862 -0.2734
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6 3.517 0.8195 0.4341
7 2.5158 0.2927 0.4478
8 2.4055 0.5474 0.4481
9 6.116 0.5226 0.545

10 3.451 1.589 0.4291
11 4.938 2.0123 0.6217
12 4.7731 0.0297 0.3002
13 4.6709 0.5436 1.2803
14 4.6411 0.7303 1.0198
15 4.9584 0.668 0.1437
16 4.527 -1.0516 0.2196
17 4.0582 1.7916 0.1024
18 3.378 1.3362 1.3716
19 3.1063 -0.0098 1.4452
20 2.7943 1.6583 0.071

21 3.8891 1.256 1.296

22 3.8807 1.1661 1.1109
23 3.2866 0.6741 1.3705
24 4.4641 0.0998 1.3189
25 4.0332 -0.2167 0.9634
26 4.3172 0.6036 1.4045
27 4.5728 -0.3895 0.7452
28 3.0459 -0.1243 1.3783
29 2.361 -0.2087 0.3256
30 3.4504 0.5143 1.7403
31 1.7923 -0.1024 1.3108
32 2.8308 -0.658 1.2318
33 3.4555 -0.8574 1.4229
34 4.4959 -0.8498 2.0876
35 2.3853 -0.3447 1.3775
36 3.1342 -0.2617 1.9269
37 4.154 -0.9801 1.7415
38 5.2495 -0.6464 0.7755
39 2.6296 0.3378 0.7996
40 3.4216 0.6909 0.0609
41 4.2314 0.3888 1.5769
42 4.2507 -1.0309 -0.0989
43 4.4675 1.6435 1.864

44 5.2695 0.4971 0.6833
45 4.7493 -0.7464 1.7998
46 3.3493 1.1824 1.365

47 3.7042 0.5306 0.7005
48 4.9865 -2.0718 0.2395
49 2.8374 0.4412 1.0364
50 3.095 1.0858 0.5191
51 4.9575 -0.6513 -1.247
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52 2.9185 0.0378 1.7605
53 5.5461 -0.6854 0.8515
54 5.224 -0.4182 1.1852
55 4.3177 0.1829 -0.2274
56 4.1609 2.2684 0.3427
o7 3.359 0.2647 0.0875
58 5.6879 2.5832 0.7171
59 5.8191 1.1466 2.1885
60 3.4085 1.4731 1.0929
61 2.6287 1.835 -0.0349
62 6.9294 2.5052 1.1271
63 5.4405 1.1012 1.8425
64 2.844 1.5405 0.841

65 5.481 0.0722 2.0017
66 4.4297 2.5634 -0.0205
67 6.5021 1.1625 0.8883
68 5.4421 0.8379 1.451

69 5.4107 1.2057 1.5395
70 4.9984 1.0522 1.2904
71 4.5562 0.5086 2.3474
72 3.6506 1.7617 0.566

73 3.4024 0.8634 -1.0304
74 5.2494 2.0058 1.2465
75 3.3823 0.5513 0.9065
76 3.8326 1.3541 0.8292
77 4.8396 1.6643 1.8036
78 6.3401 0.313 0.899

79 4.6749 -0.0719 1.6098
80 5.485 1.3594 1.0001
81 3.3788 0.7494 1.5193
82 6.0285 1.4025 2.9561
83 5.7389 -0.3629 1.3766
83 4.9208 1.8376 0.961

85 3.0703 1.309 0.2193
86 7.0118 0.1017 1.0113
87 3.34591 2.3377 -0.2004
88 4.1573 0.9761 0.6348
89 4.2128 1.1362 0.7837
90 3.4925 21173 -0.4675
91 7.5871 2.0083 1.718

92 4.5792 0.5455 0.4646
93 4.5033 0.1572 0.4306
94 4.8874 0.6498 0.9501
95 5.3009 1.9533 1.7952
96 4.6602 1.386 1.3816
97 5.2986 1.9719 0.1944
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98 3.766 1.0489 2.1355
99 4.5682 0.149 1.0825
100 5.8428 -2.384 -0.1879
101 2.6343 0.9561 -0.0969
102 5.3632 -1.6792 -0.845
103 3.0397 1.09 0.4554
104 4.0145 0.4487 0.1276
105 3.2147 0.5806 0.9792
106 5.1099 1.6106 -1.5678
107 2.0985 0.2669 0.3231
108 4.7748 -1.9754 -1.2491
109 5.005 2.2304 -1.4365
110 2.5005 0.2653 0.6084
111 2.4857 0.1508 0.017

112 3.8303 0.4625 -0.0847
113 3.1562 0.6135 0.7337
114 2.7658 0.2606 -0.107
115 2.8108 0.5991 0.9578
116 4.7199 -0.1491 1.7522
117 4.9989 1.1293 0.6235
118 5.06 0.4927 0.7529
119 5.0091 0.292 1.2316
120 4.4589 -0.0189 1.3157
121 3.9286 0.6495 1.2224
122 5.1052 1.0777 1.9454
123 3.0476 0.1924 1.9942
124 3.8256 0.342 1.7767
125 4.7579 0.0845 0.5035
126 4.0782 0.1219 2.0281
127 4.2796 -0.215 0.9363
128 41778 0.7096 2.1292
129 4.7428 0.1393 0.7067
130 4.5418 1.3815 0.4022
131 6.2318 -1.191 -0.5223
132 4.6147 0.06 1.6706
133 4.7194 -0.2262 2.4191
134 5.4551 0.0557 0.419

135 4.3008 1.6628 0.5177
136 5.2803 -1.6713 0.3465
137 4.8485 1.3334 0.3569
138 5.8445 0.2512 0.0193
139 2.7328 1.802 -0.3138
140 1.9943 0.1356 0.5169
141 3.9727 1.9874 0.4877
142 5.2613 1.4819 -0.1035
143 4.1492 1.132 0.5774
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144 2.2483 0.8961 0.5698
145 3.8635 -0.9147 0.2073
146 7.4733 1.0463 -3.0952
147 3.5642 1.054 0.483

148 3.2238 0.0016 1.2694
149 3.8694 -0.4726 -0.3287
150 3.613 1.0253 0.1403
151 2.4651 -0.1595 0.0893
152 4.3132 1.2192 1.0749
153 4.2232 2.366 0.1458
154 2.8723 -0.1246 0.3352
155 5.3712 0.8197 2.2574
156 2.7996 0.9487 0.8037
157 3.7209 0.6282 1.0281
158 5.4281 0.1365 1.0073
159 2.7652 0.5992 1.4823
160 4.6792 1.5439 0.7785
161 5.9587 -0.7012 0.306

162 4.5914 0.268 -0.7576
163 5.159 -0.9028 0.2778
164 6.0452 1.579 0.7522
165 5.636 1.3146 0.6424
166 5.6385 -0.3637 1.1279
167 5.9527 0.7595 -0.4892
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Tabela 10. Agrupamento de acessos de Zeyheria montana pelo método de Tocher realizado a
partir dos dados de andlise quimica do flavondide, acido ursdlico e betulinico.
Formacéo de grupos
Grupos Individuos
1 50 103 85 147 6 150 40 113 10 156 75 10547 157 115 49 23 1
4660 76 22 18 81 24 36 1116 212631 4146 61 66 71 96
101 111 116121 126 141 141 16116627 12 17 27 32 37 42
52 57 67 72 7787 92 97 107 112117 122 127 132 137 142
152 162 167 3 8 13 28 33 38 43 53 58 63 68 73 78 83 88
93 98 118 123 128 133 138 143 148 153 158 163 4 9 14
19 29 34 39 44 54 59 64 69 74 79 84 89 94 99104 114
119 124 129 134 139 144 149 154 159 164 5 15 20 25 30
35 45 5565 70 80 9095 110120 125 130 135 140 145 155
160 165.
48 136 100 102 131 108 51
106 109
62 91 82 86
146

DB WIN
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CP2

136 102

18

CP1

Figura 3 — Dispersdo dos acessos de Zeyheria montana em relagdo aos dois primeiros componentes
principais CP1 ( flavondide e acido ursolico) e CP2 ( 4cido betulinico) obtidos na analise de

quantificagdo quimica. Grupos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8 ¢ 9 em seqiiéncia da esquerda para a direita.
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Tabela 11. Relagéo dos individuos que foram selecionados para a conservagdo em banco de

germoplasma e suas localizagoes.

Aceso | Populacao localidade
longitude latitude
1 A Orlandia 47 53 14,8 2041 05,6
2 A Orlandia 47 53 17,0 2041 13,2
3 A Orlandia 47 53 17 4 2041 14,9
4 A Orlandia 47 54 03,7 2041 33,5
5 A Orlandia 47 54 09,5 20 41 38,6
6 A Orlandia 47 54 09,9 20 41 36,8
7 A Orlandia 47 54 37,6 2041 28,3
8 A SJB 47 55 52,1 20 34 55,7
9 A SJB 47 55 56,6 20 34 53,6
10 A JAB 48 16 22,7 2036 12,7
11 A SO 47 44 03,5 2048 24,6
12 B S&o Carlos 47 54 23,6 2153 55,8
13 B Séao Carlos 47 54 23,8 2153 55,2
14 B Itirapina 47 47 37,2 22 13 56,7
15 C Assis 50 22 00,5 22 36 07,8
16 C Assis 5021 51,0 22 35584
17 C Paraguacu Paulista 50 34 34,6 22 22 30,2
18 C Paraguacu Paulista 50 34 36,9 22 22 36,7
19 C Paraguacu Paulista 50 34 30,5 2222 37,5
20 C Paraguacu Paulista 50 34 32,3 2222354
21 D Penapolis 50 01 59,1 21 25 38,2
22 D Avanhandava 49 57 23,5 2123228
23 D Avanhandava 49 57 25,7 2123241
24 D Avanhandava 49 57 26,8 212324,3
25 D Avanhandava 49 57 41,6 2123205
26 D Avanhandava 49 57 429 2123 20,8
27 D Avanhandava 49 57 43,3 2123194
28 D Avanhandava 49 56 141 21 1957,6
29 E Nipoa 49 46 18,3 2056 00,3
30 E Nipoa 4946 17,7 2056 01,8
31 E Nipoa 49 46 27,7 2055 38,0
32 E Ameérico de Campo 49 41 35,5 2017 58,5
33 F Mogi Guacgu 47 10 16,4 2215191
34 F Mogi Guacgu 47 09 11,0 2215421
35 F Mogi Guacgu 47 10 12,6 2215285
36 G Sao Manuel 48 41 58,8 2249452
37 G Sao Manuel 48 41 08,7 2249 05,9
38 H Franca 47 25 15,8 20 25 56,1
39 H Pedregulho 47 27 55,5 2013120
40 H Pedregulho 47 27 00,8 2012 53,12
41 H Pedregulho 47 27 37,8 2010 26,4
41 H Rifaina 47 28 25,7 2009 26,6
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43 H Bom Jesus 47 27 26,6 20 14 03,3
44 H Bom Jesus 47 27 48,6 201540,4
45 H Bom Jesus 47 27 49,5 20 15 39,6
46 H Bom Jesus 47 27 14,5 2014 04,2
47 H Bom Jesus 47 27 13,5 2013 59,9
48 H Bom Jesus 47 27 28,3 2014 15,5
49 H Bom Jesus 47 26 20,9 2012434
50 H Bom Jesus 47 27 18,1 2013 28,4
51 H Cristais Paulista 47 25 30,6 2024 14,4
52 H Cristais Paulista 47 2534 .4 20 24 06,8
53 H Cristais Paulista 47 25 47,2 2023491
54 H Cristais Paulista 47 26 00,2 20 23 30,5
55 H Cristais Paulista 47 26 06,6 2023 08,4

Figura 4 Dendograma dos acessos do grupo 1 mostrado no grafico de
componentes principais.
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Figura 5 Dendograma dos acessos do grupo 2 mostrado no grafico de
componentes principais.

Figura 6 Dendograma dos acessos do grupo 3 mostrado no grafico de
componentes principais.
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Figura 7 Dendograma dos acessos do grupo 4 mostrado no grafico de
componentes principais.
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Figura 8 Dendograma dos acessos do grupo 5 mostrado no grafico de
componentes principais.
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Figura 9 Dendograma dos acessos do grupo 6 mostrado no grafico de
componentes principais.

Figura 10 Dendograma dos acessos do grupo 7 mostrado no grafico de componentes
principais.
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Figura 11 Dendograma dos acessos do grupo 8 mostrado no grafico de componentes
principais.

Figura 12 Dendograma dos acessos do grupo 9 mostrado no grafico de componentes
principais.
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7.4.Conclusoes

Com os resultados obtidos nas analises quimicas, podemos concluir que
0 acido ursolico € o componente majoritario nessa espécie. Também foi
possivel verificar que a maior variabilidade esta dentro das populagdes de

Zeyheria montana.
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CAPITULO 8 — CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos efetuados com sementes de Zeyheria montana demonstraram
que elas nao sao longévoas, o que dificulta sua conservagdo em temperatura
ambiente. Portanto, a producao de mudas a partir de sementes coletadas e
armazenadas em um periodo superior a trinta dias pode ser comprometida.
Neste trabalho também foi demonstrado que as sementes tiveram
comportamento ortodoxo, o que possibilita seu armazenamento sob condi¢gdes
especiais de baixas temperaturas. O protocolo de micropropagagao foi
elaborado e recomenda-se que a expansdo alada das sementes seja retirada
parcialmente e de forma manual antes do processo de assepsia O
enraizamento pode ser obtido sob condicdes in vitro ou ex vitro de acordo com
a infra-estrutura do produtor de mudas .

Apoés varias coletas no estado de Sado Paulo, constatamos que Zeyheria
montana, ocorre em Cerrado aberto, com tendéncia a se tornar ruderal. O
estudo do sistema reprodutivo mostrou que essa espécie se reproduz por
alogamia facultativa.

As avalia¢des dos dados obtidos nas analises genéticas mostraram que nao
ha um padrdo espacial e que esta espécie suporta um modelo de ilhas
evoluindo no espago genético. Foi observada uma grande variabilidade dentro
das populacdes de Zeyheria montana e os resultados das andlises quimicas
mostraram também uma variabilidade significativa entre os individuos, mas nao
significativa entre a maioria das populag¢des analisadas.

A associacdo entre os resultados das analises permitiu selecionar
individuos com maior representatividade em termos de variabilidade quimica e
genética. Este estudo permitiu selecionar 1/3 dos 167 acessos coletados e
esses individuos, considerados elites, serdo conservados em banco de
germoplasma in vitro. Consideramos que esse trabalho € um novo modelo de
conservagao de plantas medicinais e podera ser empregado para outras

espécies do Cerrado.
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Os estudos efetuados com sementes de Zeyheria montana demonstraram
elas nao sdo longévoas o que dificulta sua conservacado sob de temperatura
ambiente, portanto a produgdo de mudas a partir de sementes colhidas em
tempo superior a trinta dias pode ser comprometida. Nesse trabalho também foi
demonstrado que as sementes tiveram comportando ortodoxos, o que
possibilita seu armazenamento sob condicdes especiais em baixas
temperaturas. O protocolo de micropropagacgéao foi obtido e recomenda-se que
a expansao alada das sementes seja parcialmente e de forma manual antes do
processo de assepsia, € que o enraizamento seja estimulado sob condigdes in
vitro ou ex vitro de acordo com a infra-estrutura do produtor de mudas .

Apoés varias coletas no estado de Sao Paulo, constatamos que Zeyheria
montana, ocorre em Cerrado aberto, com tendéncia a se tornar ruderal. O
estudo do sistema reprodutivo mostrou que essa espécie se reproduz por
alogamia facultativa.

A avaliagcédo dos dados obtidos nas analises genéticas mostraram que nao
ha um padrao espacial e que esta espécie suporta um modelo de ilhas
evoluindo no espago genético. Foi observada uma grande variabilidade dentro
das populacgdes de Zeyheria montana e os resultados das analises quimicas
mostraram também uma variabilidade significativa entre os individuos, mas nao
significativa entre a maioria das populagdes analisadas.

A associagao dos dados de analise quimica e genética permitiu selecionar
individuos com maior representatividade em temos de variabilidade quimica e
genética. Esse estudo permitiu selecionar 1/3 dos 167 acessos coletados e
esses individuos, considerados elites, serdo conservados em banco de
germoplasma in vitro. Consideramos que esse trabalho € um novo modelo de
conservagao de plantas medicinais e podera ser empregado em outras

espécies do Cerrado.
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