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RESUMO

Dimorphandra mollis conhecida no Brasil como fava d’anta produz os flavonoides rutina e
quercetina de grande interesse para industrias farmacéuticas e de cosméticos. Nativa em regides do
Cerrado brasileiro, esta espécie medicinal encontra-se em abundancia no Estado de Minas Gerais
que é atualmente responsavel por vinte e trés por cento da producao nacional de rutina. No entanto,
a coleta de frutos de D. mollis acontece de forma extrativista e predatdria, pois 0s mesmos séo
coletados antes de alcancarem o estdgio de maturacdo adequado, o que impede a producdo de
semente e consequentemente a perpetuacao da espécie ocasionando a médio e longo prazo erosdo
genética. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de micropropagacéo de D. mollis
visando a multiplicacdo de individuos com alta variabilidade genética. Sementes coletadas em
Araxa e Sacramento (MG) foram desinfestadas usando varios métodos de assepsia, com ou sem
escarificacdo foram inoculadas em meio de cultura contendo diferentes tipos e concentracGes de
auxinas e citocininas, visando o estabelecimento de um protocolo para multiplicacdo da espécie.
As progénies de D. mollis cultivadas in vitro foram analisadas usando marcador molecular SCoT,
para determinacdo da diversidade genética do material conservado in vitro. A utilizacdo de
cercobim e hipoclorito de célcio foram eficientes na descontaminacao das sementes de D. mollis,
entretanto foi necessario escarificar as sementes para acelerar o processo de germinagéo in vitro.
O regulador de crescimento BAP foi o mais indicado para manutencdo das plantas in vitro, no
entanto as auxinas ANA e IBA nas concentracdes utilizadas, ndo foram eficientes para a inducédo
de raizes in vitro. O enraizamento ex vitro e a porcentagem de sobrevivéncia foram baixos, portanto
esta etapa do protocolo de micropropagacdo precisa ser otimizada. O marcador molecular SCoT
foi eficiente na caracterizacdo genética das progénies de Dimorphandra mollis. O material
conservado in vitro apresentou alto indice de diversidade genética (acima de 80%), com a formacéo
de dois grupos génicos (K=2), demonstrando a viabilidade da utilizacdo do material vegetal in vitro

em programas de melhoramento genético.

Palavras chaves: Plantas medicinais, Micropropagacao, Marcador molecular.



ABSTRACT

Dimorphandra mollis well known in Brazil as fava d‘anta produces the flavonoids rutin and
quercetin, which are of great interest to the pharmaceutical and cosmetic industries. Native to
Brazilian Cerrado regions this medicinal species is abundant in the State of Minas Gerais, currently
responsible for twenty three percent of the national production of rutin. However, the harvesting
of D. mollis fruits have been done in an extractive and predatory way, since they are collected
before reaching their appropriate stage of maturation, what has obstructed seed production and
consequently impeded the species perpetuation, triggering in a medium/long term the genetic
erosion. The purpose of this work was to develop a micropropagation protocol aiming the
multiplication of D. mollis accessions with high genetic variability. Seeds collected in Araxa and
Sacramento (MG) were disinfested using various sterilization methods, with or without
scarification, and were inoculated on culture medium containing different concentration of auxins
and cytokinins to establish an optmized protocol for the multiplication of the species. The D. mollis
progenies cultured in vitro were analyzed using SCoT molecular marker to determine the genetic
diversity of the material conserved in vitro. The use of cercobin and calcium hypochlorite were
efficient in disinfesting D. mollis seeds, however it was necessary to scarify the seeds to accelerate
the in vitro germination process. The growth regulator BAP was the most appropriated for plant
maintenance in vitro. However, the auxins NAA and IBA in the concentrations used, were not
efficient to induce in vitro roots. The ex vitro rooting as well as percentage of survival were low,
therefore this stage of the micropropagation protocol demands optimization. The SCoT molecular
marker was efficient in the genetic characterization of D. mollis progenies. The material conserved
in vitro showed high index of genetic diversity (over 80%), with the formation of two genetic

clusters (K = 2), indicating the viability of using the in vitro plant material in breeding programs.

Key words: Medicinal plants, Micropropagation, Molecular marker



1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas por diferentes populacdes, sendo uma préatica
muito antiga usada pelo homem para a cura, prevencao e tratamento de diversas enfermidades. O
uso foi crescendo principalmente pela cultura indigena, onde extratos vegetais eram utilizados de
muitas formas em especial como cataplasma no processo de cicatrizacdo de ferimentos.

O Brasil € um pais rico em diversidade e o bioma Cerrado apresenta uma grande variedade
de espécies biologicas com enorme propriedade medicinal. Além disso, com ampla diversificacao
da flora e com potencial para descoberta de novas drogas.

Dimorphandra mollis é uma planta do Cerrado popularmente conhecida como faveiro,
favela e fava d’anta, encontrada principalmente nos Estados de Mato Grosso, Goias, Minas Gerais
e Sdo Paulo. Esta espécie é incluida como medicinal em comunidades tradicionais e utilizada como
cicatrizante, para problemas de circulagéo e anti-inflamatoria. A acdo anti-inflamatoria se deve
principalmente a presenca do composto rutina que corresponde a 50 % dos metabdlitos secundarios
presentes no fruto e a espécie contribui com 60 % da demanda do mercado mundial.

No entanto, a espécie ndo € cultivada e toda matéria-prima é extraida do Cerrado de
formaextrativista, ndo havendo o cuidado com a reproducdo da planta. Com isso, as populac6es
naturais de Dimorphandra mollis podem ser extintas localmente, principalmente com a expansao
da fronteira agricola nas regides do Cerrado.

A utilizacdo de técnicas que maximizem a multiplicacdo de espécies nativas como, por
exemplo, a micropropagacdo, uma técnica de cultura de tecido que tem a possibilidade de
multiplicar vérias plantas a partir de Gnico explante inicial. E tem se mostrado uma pratica eficiente
para a producdo de mudas e de fundamental importancia para o aumento da qualidade das plantas.

Entretanto apesar das diversas vantagens dessa técnica o conhecimento sobre os aspectos
ecofisioldgicos e técnicas de propagacdo e cultivo da maioria das espécies nativas ainda sao
incipientes. A partir disso, este trabalho tem como objetivo desenvolver protocolo de
micropropagacdo de Dimorphandra mollis visando a multiplicagdo de individuos com alta
variabilidade genética, contribuindo com duas lacunas do conhecimento sobre a espécie, que € a

propagacao in vitro e a diversidade genética.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MICROPROPAGACAO DE PLANTAS MEDICINAIS

Com os avangos em pesquisas de novas técnicas visando a conservacdo das espécies
medicinais, a técnica de micropropagacéo tem alcancado sucesso e impacto na cultura de tecido e
na agricultura, entre outras areas de estudos, onde possibilita uma rapida producéo de plantas em
larga escala, em espaco reduzido. Essa técnica baseia-se na utilizacdo de pequenos fragmentos de
tecido vivo, denominados explantes, isolados de um organismo vegetal, desinfestados, inoculado
em um meio de cultura artificial apropriado e cultivados assepticamente, em ambiente controlado
sob condicdes in vitro (CID, 2010; PEREIRA, 2016; JUNGHANS et al., 2013; SILVA, 2019).

Sua primeira aplicacdo comercial foi realizada por Morel em 1960, ao multiplicar
Orquideas atraves da cultura de apices caulinares. Mais tarde, Smith e Murashige (1970)
conseguiram desenvolver plantas inteiras a partir de meristemas apicais (sem qualquer primordio
foliar), em meio contendo sais minerais e vitaminas, enriquecido com reguladores de crescimento
(CARVALHO et al., 2003; SILVA, 2019). E uma técnica considerada alternativa para a
propagacdo comercial de espécies de interesse econdmico, incluindo as espécies medicinais com
valor farmacolégico reconhecido (MORAIS et al., 2012).

Essa técnica tem sido realizada com sucesso em espécies de hortalicas (batata e cenoura),
ornamentais (cravos, crisantemo e orquidea), fruteiras (abacaxi, banana e morango), medicinais
(erva de Sdo Jodo, espinheira santa, ipeca, entre outras espécies), e em espécies florestais (eucalipto
e pinos); com o passar dos anos essa técnica vem evoluindo amplamente e numerosas espécies tém
sido propagadas por essa técnica (MONFORT et al., 2010; SILVA, 2019).

Alguns trabalhos publicados, utilizando a técnica de micropropagacdo apontam a vantagem
desta no que se refere a baixo custo. Tais como: o estudo sobre a micropropagacéo de baixo custo
em bananeira com a utilizacdo de meios de cultura com diferentes fontes de carbono e avaliagéo
do desempenho em campo das mudas (BERNARDI et al., 2004); micropropagacao de abacaxizeiro
utilizando diferentes concentragdes de ANA e BAP e cultivo hidropdnico das plantas obtidas in
vitro (MACEDO, 2003) e micropropagacdo fotoautréfica com o uso de luz natural visando a

reducdo dos custos de produgéo de mudas (ERIG, 2005).



A micropropagacao tem sido utilizada para producéo de espécies medicinais como Psidium
spp (REGO, 2015), Amburana cearensis (CAMPOS et al., 2013), Mandevilla velutina (SOUZA et
al., 2011) Croton antisyphiliticus (OLIVEIRA et al., 2011) e Artemisia annua cuja propagacao in
vitro visa atender a alta demanda de artemisinina uma vez que o numero de casos de maléria tem
aumentado consideravelmente (SOUZA et al., 2019; CAMPOS, 2019).

Outro exemplo interessante de espécie medicinal obtida através da micropropagacao € a
Dioscorea multiflora Grised. Essa planta produz a diosgenina como metabdlito secundéario
majoritario, uma substancia potencialmente usada pela industria farmacéutica para a producgéo de
cortisona e substancias com agdo contraceptiva entre outros trabalhos ja publicados nessa area
(SOUZA et al., 2011; SOUZA et al., 2015).

Embora haja muitos trabalhos de micropropagacdo de plantas medicinais, muitas espécies
que crescem no cerrado apresentam um enorme desafio quando a producédo e desenvolvimento in
vitro do sistema radicular, demandando sempre muitos experimentos e ajustes nas concertacoes e
tipos de auxinas, citocininas e outros promotores de crescimento (NEPOMUCENO et al., 2009;
YONG 2015).

2.2 ASPECTOS BIOLOGICOS, MORFOLOGICOS E QUIMICOS DA ESPECIE

Dimorphandra mollis.

Dimorphandra mollis (Fabaceae - Caesalpinoideae) (Figura 1) é uma planta medicinal
heliofita, pioneira, seletiva xerofita, caracteristica do Cerrado stricto sensu e Campo Cerrado.
Conhecida popularmente como faveiro, favela, fava d’anta, barbatimao de folha miuda, que ocorre
principalmente nos Estados do Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sdo Paulo (GONCALVES et
al., 2010; COTA et al., 2019).



Figura 1. Dimorphandra mollis

Fonte: Ana Maria Soares Pereira

Esta espécie € conhecida também como a falso-barbatimdo apresentando casca grossa,
folhas alternadas, pecioladas, com as margens menos revolutas ou na maioria das vezes plana; os
frutos, crescem em cachos e com menor nimero de pinas nas folhas (LANDIM et al., 2012;
SOUZA et al., 2015).

Os frutos sdo utilizados na forma de chd, infusdo e de cataplasma, em comunidades
tradicionais sdo utilizadas como anti-inflamatdrio, cicatrizante, no tratamento de varizes e de
hemorroidas, melhora os sintomas decorrentes da insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos,
associados com doencas hemorragicas ou relacionados a hipertensdo, normaliza a resisténcia e
promove a estabilidade da parede de vasos. Outros sintomas como a fragilidade capilar também
sdo melhorados, acne, problemas de circulacdo, atua como antioxidante no combate a radicais
livres e ajuda no fortalecimento da permeabilidade visual e a alteracdo do campo visual
(GONSALVES et al., 2010; URSULINO et al., 2019; COTA et al., 2019).

A propriedade anti-inflamatoria dos frutos de D. mollis se deve a presenca principalmente
de rutina e quercetina (SOUZA et al., 2016; MACEDO et al., 2017). A principal importancia
econdmica da espécie é atribuida ao fruto (favas), pois o pericarpo e a polpa contém os flavonoides
mencionados anteriormente, que sdo amplamente utilizados pela indUstria farmacéutica no
tratamento de diversas doengas, e pelas indUstrias de cosmético e alimenticio como aromatizante,

sendo o Estado de Minas Gerais ranqueado entre 0s que mais extraem a fava,



contribuindo com 23 % da producdo nacional de espessante e estabilizante, aléem disso & casca do
tronco dessa espécie € rica em tanino (GONSALVES et al., 2010; MACEDO et al., 2017; BABY
etal., 2008; TOMAZELLE et al., 2017).

A importancia farmacoldgica da rutina (Figura 2) se deve a acdo promissora no combate ao
envelhecimento e as doencas degenerativas, principalmente considerando o continuo aumento da
populagéo idosa no mundo inteiro, bem como no fortalecimento e aumento da permeabilidade das
paredes dos vasos capilares agindo contra a oxidacdo, sendo empregada, por conseguinte como
anti-hemorragica (AZZI et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

Outra substancia extraida da Dimorphandra mollis, de grande interesse da inddstria
farmacéutica € a quercetina que € um antioxidante polifendlico natural, presente nos vegetais, frutas
e sucos com expressiva atividade antioxidante (BEHLING et al., 2004; FILIZOLA 2013).

Além da importancia dos frutos a madeira também é amplamente utilizada para produgéo
de tabuado, confec¢do de caixas, compensados, forros, painéis, brinquedos, lenha e carvdo, além
da espécie ser utilizada em paisagismo e regeneracdo de areas degradadas, (URSULINO et al.,
2019; MENDES et al., 2014).

Figura 2. Estrutura da rutina

Fonte: Préprio autor

Os frutos de Dimorphandra mollis, sdo deiscentes, abrindo-se por fenda longitudinal,
liberando as sementes (Figura 3), o fruto tem formato achatado, cor variando de marrom-escuro a

quase negro, opaco, de superficie irregular, rugoso, de apice e base arredondados, bordas



irregulares, lenhoso (seco), o comprimento em média é de 12,97 cm (mas pode variar de 9,2 a 18,5
cm), largura média é de 2,6 cm e espessura de 1,15; na parte dorsal do fruto ha a linha de sutura,
saliente, impressa, indo do pedunculo até o apice do fruto, que é bem visivel na maioria deles. O
pedunculo é persistente e de consisténcia lenhosa. Quando aberto, o fruto apresenta o pericarpo
bem distinto (Figura 3B-C). Epicarpo fino, que corresponde a camada superficial; mesocarpo de
consisténcia farindcea, macia, marrom-escuro e o endocarpo eshbranquigcado a amarelado; os frutos
apresentam odor forte e adocicado (FERREIRA et al., 2001; AMABILE et al., 2018).

Figura 3. Aspectos morfologicos do fruto e da semente de Dimorphandra mollis A. Fruto; B. se¢do
longitudinal do fruto sem semente, mostrando os léculos; C. secéo transversal do fruto, mostrando
a semente em seu interior; D. mollis semente em vista lateral; E. semente em vista ventral; F.
semente em vista dorsal; G. embrido com endosperma; H. embrido sem endosperma; |. secéo
transversal da semente; J. detalhe do eixo embrionario. (C- cotilédone; EE- endosperma; EN -
endocarpo; EP - epicarpo; EX - eixo embrionario; ME - mesocarpo; PD - pedunculo; S - semente).

Fonte: Ferreira, 2001/aspectos morfoldgicos do fruto e da semente de Dimorphandra mollis.

A germinacdo e morfologia da plantula (Figura 4) tem inicio apés sete dias de sua semeadura,

periodo em que a sua raiz primaria rompe os tegumentos da base da semente. As sementes tém o



formato curto, sdo espessas, de cor-verde-claro e seu apice esbranquigado. Sua raiz apresenta
desenvolvimento rapido, no inicio é engrossada sofrendo afinacdo com dilatacdo na base,
cilindrica, tenra, esbranquicada e coifa amarelada; raizes secundarias sdo finas cilindricas da
mesma cor da raiz primaria (FERREIRA et al., 2001; FERREIRA et al., 2003).

Figura 4. Aspectos da germinacédo, plantula e planta jovem de D. mollis. A - D Germinacdo e
plantula com protolifos; E - fase inicial de plantas jovem. (C - cotilédone; CO - coleto; E - epicaétilo;

RP — raiz primaria; RS - raiz secundaria; RT - raiz terciaria).

Fonte: Ferreira, 2001/aspectos da germinacéo, plantula e planta jovem de Dimorphandra mollis.

Na planta jovem (Figura 5), a raiz priméria axial é pivotante longa, sinuosa, cilindrica,
amarelada a ferrugineo-clara, tuberosa, tenra, quebradica passando a lenhosa, apresentando
lenticelas, com descamagdes longitudinais na epiderme, rugosa, devido a pontuag0es pequenas e
salientes; onde ocorrem as descamacdes, a nova superficie € amarela clara; raizes secundarias,
finas, sinuosas, ferrugineo claras com a coifa amarelada, cilindricas, tenras, abundantes e bem
distribuidas ao longo da raiz primaria, sendo algumas tuberosas; raizes terciarias semelhantes as
raizes secundarias (FERREIRA et al., 2001; CAMPOS et al., 2013).



As raizes apresentam pelos simples, translicidos, somente vistos sob microscépio
estereoscopico. O caule jovem é reto, de base lenhosa, cilindrico, verde-escuro amarronzado,
apresentando algumas rachaduras no sentido longitudinal, com lenticelas arredondadas e
esbranquicadas, glabro. As folhas definitivas sdo inicialmente compostas por sete a 22 pares de
foliolos e apresentam pulvino; os foliolos sdo opostos ou alternos, ovoides ou oblongos, as vezes
elipticos, bordo inteiro, &pice obtuso e base cordiforme, pilosos, com pulvinulo; os foliolos mais
velhos sdo verde-escuros na face ventral e verde claro na face dorsal (FERREIRA, et al., 2001;
GOULET etal., 2017).

Figura 5. Planta jovem de Dimorphandra mollis. (CL — caule jovem; F — folhas; FO — folidlulo;

GA — gema apical; RP-raiz primaria; RS - raiz; RT — terciaria).

Fonte: Ferreira, 2001/Planta jovem de Dimorphandra mollis.



Quanto & sua distribuicio geografica & espécie tem uma extensio de ocorréncia e 5.215 km?
e uma area de ocupagcéo de 272 km?. Os registros de ocorréncia atual principalmente nos Estado
do Mato Grosso, Goias, Minas Gerais e S&o Paulo (GONCALVES et al., 2010).

2.3 MARCADOR MOLECULAR SCoT

O uso de marcadores moleculares com maior precisdo e resolucdo é uma ferramenta
importante para estratégias de conservacdo, manutencdo do germoplasma da espécie e um forte
aliado em estudos de diversidade e analise da estrutura populacional (SABOORI et al., 2019;
SCOTT et al., 1974). Esses marcadores vém se mostrando eficientes para quantificar a
variabilidade genética das espécies naturais, sendo indicado para estudos populacionais, inclusive
para D. mollis, com isso é possivel avaliar efeitos e caracteristicas genéticas.

Entre os diversos marcadores moleculares utilizados para o estudo da diversidade genética
de plantas o Start Codon Targeted (SCoT) tem sido muito indicado por ser um marcador dominante
e reprodutivel, baseado na regido curta conservada em genes de plantas em torno do cdédon de inicio
(ou iniciacdo) de traducdo ATG e utilizando um Unico iniciador 18-mer nos ensaios de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), com temperatura de anelamento superior a 50
°C. Este marcador molecular tem ganhado popularidade por sua superioridade sobre outros
marcadores de DNA dominantes, como RAPD e ISSR (POCZAl et al., 2012; PRATIK, et al., 2015;
PASHANEZHAD et al., 2019).

O marcador molecular SCoT foi utilizado no estudo da diversidade genética e estrutura
populacional da analise de germoplasma de Coffea canephora em cole¢des localizadas na india,
identificando 31 acessos mais divergentes os quais sdo indicados para programa de melhoramento,
visando a adaptacao as mudancas climaticas e resisténcia a novas pragas e doencas (HUDED et al.,
2020; CANESI net al., 2013; BIONDO et al., 2007).
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Outro estudo importante com SCoT realizado com planta medicinal foi feito com papola
(P. somniferum L.) usando analises multivariadas que evidenciaram o polimorfismo entre os
acessos a nivel molecular (ABHILASHA et al., 2020).

O marcado molecular SCoT é visualizado por eletroforese em gel de agarose tornando esta
técnica adequada para a grande maioria dos laboratdrios de pesquisa de plantas com equipamento
padrdo (ZHANG et al., 2015; SABOORI et al., 2019). Possibilitando o uso direto em programas
de melhoramento assistido por marcadores moleculares, e vém sendo empregado com sucesso para
avaliar a diversidade e estrutura genética, identificar cultivares e para 0 mapeamento de QTLs e
DNA fingerprinting em diferentes espécies, incluindo plantas como arroz, cana-de-agUcar, uva,
batata, manga e amendoim (PRATIK et al., 2015).

H4 varios trabalhos ja publicados com o marcador SCoT, como por exemplo trigo duro
(Triticum turgidum var. Durum) (ETMINAM et al., 2016), E. sibiricus (ZHANG et al., 2015),
Dendrobium (FENG et al., 2015), Mangifera indica (LUO et al., 2014) e Phoenix dactylifera
(SABOORI et al., 2019).



11

3 HIPOTESE

A micropropagacédo é uma técnica da cultura de tecidos que viabilizara a multiplicacao de
mudas em larga escala da espécie Dimorphandra mollis, com alta variabilidade genética de

individuos promissores para serem utilizados em programas de melhoramento.
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4 JUSTIFICATIVA

A Dimorphandra mollis, é a principal fonte de rutina, corresponde a 50 % dos metabdlitos
secundarios presentes no fruto e a espécie contribui com 60 % da demanda do mercado mundial.
Em funcdo disso os frutos vém sendo submetidos ha intenso extrativismo predatorio, pois séo
coletados verdes antes de alcangarem o ponto de maturagdo, o que prejudica a sobrevivéncia da
especie em longo prazo ocasionando erosdo genética. Portanto, justifica-se a proposta de
desenvolver um protocolo de micropropagacdo de Dimorphandra mollis visando a multiplicacéo

em larga escala de individuos com grande variabilidade genética.
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5 OBJETIVO GERAL

Desenvolver protocolo de micropropagacdo de Dimorphandra mollis visando a

multiplicagdo de individuos com alta variabilidade genética e avaliar a diversidade genética de duas

populacbes da espécie.
5.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Coletar sementes em populagdes naturais;

- Desenvolver o protocolo de micropropagacéo;
- Avaliar a diversidade genética nos individuos micropropagados, utilizando marcador molecular SCoT.
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6 MATERIAL E METODOS

6.3 ESTABELECIMENTO DO PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAO DE

Dimorphandra mollis.

A coleta de sementes e material botanico para confeccdo de exsicatas foi realizada nos
municipios de Araxa e Sacramento, ambos localizados no estado de Minas Gerais - Brasil. As
exsicatas foram depositadas no Herbério de Plantas Medicinais da Unidade de Biotecnologia
Vegetal da Universidade de Ribeirdo Preto — UNAERP, sob nimero de registro HPMU-408. A
atividade de acesso ao Patriménio Genético foi cadastrada no SisGen (n° do cadastro AAFCFEO).

A assepsia das sementes foi realizada com diferentes agentes antimicrobianos, sendo eles
Cercobin e hipoclorito de calcio, em seguida foram inoculados em meio WP (Wood Plant). Foram
realizados seis tratamentos, sendo trés destes com sementes ndo escarificadas (A) e trés com
sementes escarificadas manualmente com auxilio de uma lixa (B). A avaliacdo quanto a

contaminacéo foi realizada apds 30 dias do material inoculado no meio de cultura WP (Figura 6).

Tratamento 1A: As sementes permaneceram em solucdo com 2 % de cercobin por 24h, em
seguida foram transferidas para solucdo 0,5 % de hipoclorito de célcio permanecendo por 40

minutos e inoculadas posteriormente em meio WP (Wood Plant).

Tratamento 2A: As sementes permaneceram em solucdo com 2 % de cercobin por 2h, em seguida
foram transferidas para solucdo 0,5 % de hipoclorito de calcio permanecendo por 40 minutos e
inoculada posteriormente em meio WP (Wood Plant).

Tratamento 3A: As sementes permaneceram em solucdo com 2 % de cercobin por 2h, em seguida
foram transferidas para solugéo 0,5 % de hipoclorito de calcio permanecendo por 1 hora e inoculada

posteriormente em meio WP (Wood Plant).

Tratamento 1B: As sementes permaneceram em solugdo com 2 % de cercobin por 24h, em seguida
foram transferidas para solucdo 0,5 % de hipoclorito de calcio permanecendo por 40 minutos,
posteriormente foram escarificadas manualmente com auxilio de uma lima de metal nimero 350 e

inoculadas em meio WP (Wood Plant).
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Tratamento 2B: As sementes permaneceram em solugdo com 2 % de cercobin por 2h, em seguida
foram transferidas para solugdo 0,5 % de hipoclorito de célcio permanecendo por 40 minutos,
posteriormente foram escarificadas manualmente com auxilio de uma lima de metal nimero 350 e

inoculadas em meio WP (Wood plant).

Tratamento 3B: 2 % de cercobin por 2h, em seguida as sementes foram transferidas para solucéo
0,5 % de hipoclorito de calcio permanecendo por 1 hora, posteriormente foram escarificadas
manualmente com auxilio de uma lima de metal nimero 350 e inoculadas em meio WP (Wood

plant).

Apbs a escolha do tratamento de assepsia, foram utilizadas 30 sementes de cada individuo

com cinco repeticGes para 0s experimentos futuros.

Figura 6. Sementes escarificadas com auxilio de uma lima de metal nimero 350 e plantas germinadas in

vitro de Dimorphandra mollis.

Fonte: Préprio autor

As sementes germinadas in vitro e que ndo apresentaram contaminacdo, forneceram
segmentos nodais axénicos de 0,5 cm de altura e foram transferidos para o meio de cultura WP
suplementando com benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN) e Thidiazuron (TDZ), nas
concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; e 5,0 mg/L ™.
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As avaliagBes quanto ao nimero de gemas por haste, altura da plantula, porcentagem de
calos na base, porcentagem de vitrificagdo e indice de sobrevivéncia foram realizados apds 40 dias
da inoculacdo do explante.

Plantas com um par de folhas medindo 1,0 cm de comprimento foram transferidas para o
meio de enraizamento, ou seja, WP suplementado com IBA (&cido indolbutirico) ou ANA (&cido
naftalenoacético), nas concentragdes de 0,1; 0,5 e 1,0 mg. L. Apds 40 dias foram avaliadas as
porcentagens de plantas enraizadas, o nimero de raizes, altura da plantula, porcentagem de calos
na base, porcentagem de vitrificacao e indice de sobrevivéncia.

Foram selecionadas brotacbes, com 7 cm de altura, advindas de cultura de tecidos sem a
presenca de raiz. Estas plantas foram transferidas para copos descartaveis transparentes com
capacidade para 500 mL, com quatro furos na base para drenagem do excesso de agua. O primeiro
tratamento continha apenas substrato comercial Carolina Soil®, o segundo areia e o terceiro solo.
Foram utilizadas quatro plantas por parcela, com quatro repeti¢cdes. As plantas permaneceram em
casa de vegetacdo com umidade de 80 %. A porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia foi

realizada ap6s cinco meses (Figura?).

Figura 7. Experimento de enraizamento ex vitro de D. mollis. A: substrado Carolina®, B: areia e

C: solo.

Fonte: Ana Maria Soares Pereira
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6.4 DIVERSIDADE GENETICA

6.4.1 EXTRACAO DO DNA

Foram selecionadas duas amostras com folhas jovens de cada progénie de Dimorphandra
mollis que foi estabelecida in vitro. A extracdo do DNA gendmico foi realizada pelo método CTAB
(DOYLE; DOYLE 1990) com algumas modificacdes. O tampédo de extracdo (1000 pL) foi
adicionado sob 100 mg de folha, em seguida macerada em nitrogénio liquido, e homogeneizado a
4 °C, depois foram incubados em banho-maria a 65 °C por 30 min. Posteriormente, a amostra foi
resfriada a temperatura ambiente e foi adicionado 200 pL de clorofil (cloroféormio + alcool
isoamilico 24:1). Apos agitacdo, o material foi centrifugado a 12000 rpm/10 min. A fase aquosa
foi removida para outro tubo, a qual foram adicionados 600 pL de isopropanol, misturando-se bem.
Logo ap6s a centrifugacdo a 12000 rpm /10 min, foi adicionado ao sedimento 1 mL de tampéo de
lavagem (etanol 70 % v/v e acetato de aménio 10 mM), permanecendo em temperatura ambiente
por 20 minutos. A centrifugacéo foi repetida a 12000 rpm /10 min, e o sobrenadante descartado, o
sedimento (DNA) foi lavado duas vezes em etanol 70 %, seguido de centrifugagéo a 12000 rpm
por 5 min. Apds uma hora de secagem, a temperatura ambiente, o pellet foi ressuspendido em 100
uL de agua ultra pura. A qualidade do material genético de cada individuo foi analisada por meio
da eletroforese em gel de agarose 0,8
% e a quantidade avaliada através do nanofotométro (IMPLEN P360).

6.4.2 START CODON TARGETED (SCoT).

Para o presente estudo as amostras de DNA foram submetidas ao ensaio com marcador
molecular SCoT, de acordo com o protocolo descrito por Collard e Mackill (2009).

O DNA extraido de cada individuo foi armazenado em freezer -20 °C, e a partir destes
foram retiradas as aliquotas para diluicdo e obtencdo de concentragdo final a 10 ng/uL, a fim de
padronizar as reacgoes de PCR.

A amplificagdo foi realizada em uma mistura contendo agua ultra pura 4,4 uL, 1,0 uL de

tampao de reacao (10X), 1,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,1 uL. de Taq DNA Polimerase (5 U/uL),
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1,0 pL de primer (8 uM) e 2,5 pLL. de DNA (10 ng/uL). Totalizando 10 pL de reacdo por individuo.
Importante dizer que o Tampé&o da enzima é suplementado com MgCla.

As reacOes de PCR foram realizadas em um termociclador (marca JG modelo Gene Mate
Series) em diferentes temperaturas. As condic¢des dos ciclos consistiram em 3 minutos iniciais a 94
°C, seguidos de 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 50
°C e 2 minutos de extenséo a 72 °C, e finalizando com 5 minutos de extensdo a 72 °C.

O produto das amplificacGes foi visualizado em gel de agarose 1,5 % corado com brometo
de etideo 0,001 % e submetido a eletroforese em cuba horizontal Bio Rad (Electrophoresis Power
Supply — EPS 6000), a 60 V. por um periodo aproximado de 180 minutos, usando marcador 100
pb.

O gel foi visualizado no transluminador (Gel Doc 2000 da Bio Rad) e documentado através

do programa Carestream Molecular Imagine Software.

6.5 ANALISE DOS DADOS

O delineamento experimental adotado nos experimentos realizados in vitro foi o
inteiramente casualizado. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), com regressdo linear utilizando o programa SISVAR V.4.3 (FERREIRA 2003), sendo
as médias dos tratamentos comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A partir das imagens de géis, geraram uma leitura para a configuracdo de uma matriz binaria
de 0 e 1 (presenca ou auséncia de bandas nos individuos). A matriz de similaridade entre individuos
foi obtida pelo programa FreeTree v.0.9.1.50. As relacdes genéticas foram mostradas com a
elaboracdo de um dendograma, no programa Tree VieW e MEGAS6.

Na obtencdo da medida da similaridade genética realizada empregando-se o coeficiente de
Jaccard (a/a+b+c), onde -al representa o nimero de concordancia positiva do tipo 1-1, -bl € onimero
de discordancia 1-0 e —cl é o tipo de discordancia 0-1. Em seguida o agrupamento foi realizado pelo
método da média aritmética ndo ponderada Unnweighted Pair Group Methol With Arithmetic Mean
(UPGMA). A mesma matriz foi analisada por PCoA (Anélise em Coordenadas Principais) visando
determinar a formac&o dos grupos no programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006; 2012).
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Para a discriminagdo dos grupos génicos entre os individuos foi empregado o metodo
bayesiano utilizando o programa STRUCTURE versdo 2,1 (PRITCHARD et al., 2000). Neste
estudo foram testadas as probabilidades de 01 a 6 agrupamentos (K=1 a K=6) seguindo 0s
parametros: 300000 burning e 500000 MCMC. O modelo Bayesiano utilizado foi o admixture
model, pois trata-se de progénies advindas de populacgdes naturais. A escolha do valor de K para
melhor agrupar os acessos foi feita com base no critério proposto por Evanno et al. (2005).



7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas sementes de 13 arvores de D. mollis no municipio de Sacramento e 21

arvores no municipio de Araxa (MG) (Tabela 1), ambas localizadas no estado de Minas Gerais.

Tabela 1. Dados de georeferénciamento dos locais de coleta de D. mollis.

Municipio de Sacramento

Pontos Latitude Longitude Alt (m)
1 11°49°32,0” 54°11°19,6” 1039
2 19° 42°82,0” 47°07°72,47 1099
3 19° 44°51,0” 47°11°236” 1059
4 19° 44°60,5” 47°11°30,4” 1065
5 19° 44°60,9” 47°11°30,5” 1066
6 19° 47°60,9” 47°14792,9” 1001
7 19° 49°25,0” 47°16°33,6” 993
8 19° 50°19,5” 47°17°82,3” 1156
9 19°50°32,0” 47°17°98,4” 1157
10 19°50°09,8” 47°19°54,4 1119
11 19° 56°69,0” 47°23°52,3” 761
12 19°57°19,7” 47°23°34,5” 712
13 19°59°54,1” 47°24°39,3” 569

Municipio de Araxa

Arvore Lat. Long. Alt (m)
1 19°35°37,1” 54°08°53.3” 972
2 19° 35°35,9” 47°07°59,0” 975
3 19° 35°34,8” 47°07°53,3” 985
4 19° 35°36,4” 47°07°51,7” 990
5 19° 35°34,2” 47°07°49,3” 983
6 19° 35°33,8” 47°07°43,0” 984
7 19° 35°34,0” 47°07°41,3” 983
8 19°35°31,9” 47°07°37,3” 981
9 19°35’31,5” 47°07°41,4 982
10 19° 35°35,5” 47°07°59,2” 982
11 19° 35°40,5” 47°08°21,0” 975
12 19° 35°41,3” 47°08°24,6” 979
13 19° 35°49,8” 47°08°56,1” 997
14 19°36°46,3” 47°10°07,1” 995




15 19°36°40,7” 47°10°44,5” 1003
16 19°36°44,1” 47°11°49,2” 992
17 19°36°53,0” 47°12°25,3” 1001
18 19°36°53,6” 47°12°23,6” 1003
19 19°36°53,0” 47°12°22,0” 1003
20 19°36°52,8” 47°12°21,4” 1000
21 19°36°51,1” 47°12°18,6” 1001
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7.3 ESTABELECIMENTO DO PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAO DE
Dimorphandra mollis.

De acordo com os resultados da tabela 2, ndo houve diferenca significativa pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade entre as assepsias realizadas nas sementes de Dimorphandra
mollis para todas as variaveis analisadas.

Pode-se observar que a porcentagem de contaminacdo e de germinacdo foi menor nas
sementes ndo escarificadas, quando comparado com as sementes que foram escarificadas
manualmente. Entretanto, a escarificacdo proporcionou uma diferenca significativa em relagcdo a
germinacdo das sementes (Tabela 2).

A porcentagem de germinacdo variou de 73,33 a 96,99 % quando as sementes foram
escarificadas. Resultado semelhante ao de Pereira et al. (2014), sobre a eficiéncia dos tratamentos
para a superacdo ou quebra de dorméncia de semente de Fabaceae. Portanto, a maior porcentagem
de germinagdo em sementes escarificadas confirma a existéncia de dorméncia fisica imposta pelo
tegumento na semente de Dimorphandra mollis.

Ao comparar os trés tratamentos de assepsia com sementes escarificadas manualmente,
verificou-se que ndo houve diferenca significativa em relacdo ao tipo de assepsia. Entretanto,
considerando que a menor porcentagem de oxidacdo que ocorreu no tratamento em que as sementes
permaneceram em solu¢do com 2 % de cercobin por 24h e solucdo 0,5 % de hipoclorito de por 40
minutos, recomenda-se essa assepsia como sendo a mais adequada.

Em trabalho realizado por Pacheco et al. (2011), sobre dorméncia de sementes e producédo
de mudas de Dimorphandra mollis observou-se que quando as sementes foram escarificadas
proporcionaram maiores porcentagens de germinacdo, devido & quebra da dorméncia tegumentar
o0 que facilita o processo pré-germinativo (PEREIRA et al., 2016; COSTA et al., 2017).
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Tabela 2. Porcentagem de sobrevivéncia nos diferentes tipos de assepsias em sementes de

Dimorphandra mollis.

Oxidacdo (%)  Germinacio (%)

Tipos c?e Descontamminada Fungo (%) Bactéria (%)
assepsia (%o)
A E A B A E A E A B
0.004a | 0,008a |13,334a| 0,00 Aa |96 6640

1 93354 |86 6648 |6 66Aa |13334Aa| 6,664a
80,004 | 73338 |6,60Aa |26,664a| 6,664,
3 u6, 0648 | 76,668 13,354 | 20,004, ) 3,354 | 6,66 Aa | 35338

333 Aa | 3.33Aa [36,66Bb | 6,66 Aa |86,66AL
43,33Bb | 3,33 Aa | 73,3540

(o]

A= semente integra, B= semente escarificada. As médias acompanhadas das mesmas letras minusculas nas linhas e maitsculas
nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A regressdo linear seguida de teste de média realizado para verificar qual o melhor

regulador vegetal (BAP, cinetina e TDZ) para a multiplicagdo in vitro de D mollis, indicou que a
citocinina benzilaminopurina (BAP), apresentou diferenca significativa em relacdo aos outros

reguladores em relacdo a altura das plantas (Tabela 3).

Tabela 3. Tabela com o resultado do teste de média entre os tipos de citocininas em relacéo a

altura das plantas de Dimorphandra mollis.

Tratamentos Altara
BaP 2. 78a
Cinetina 1.65¢
TDZ 2,19k

As médias acompanhadas das mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade
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A andlise de variancia ndo evidenciou diferenca significativa entre as doses de BAP para a
variavel nimero de brotos que permaneceram na média com um broto por explante. Entretanto,
quando comparado as cinco concentracdes (0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0) em relacdo ao comprimento da
parte aérea, a regresso linear indicou a concentracéo de 1,16 mg. L™ de BAP para crescimento de
plantas com 2,93 cm.

Apesar da melhor dose ter sido calculada, esta ndo apresentou diferenca significativa em
relagdo as doses inferiores, sendo que a concentracdo de 0,1 mg. L™ é suficiente para produzir
plantas com 2,88 cm. Portanto, a utilizacdo das menores concentracdes de reguladores vegetais
sempre é mais indicada, pois pode minimizar a inducéo de variacdo somaclonal, o que é comum
quando se utiliza doses mais elevadas (Figura 8, 9 e 10).

Um trabalho realizado com Xylopia aromatica por Porfirio et al. (2019), o BAP mostrou
um resultado positivo, tanto no nimero de brotos quanto na altura. Entretanto, em D. mollis apesar
das concentracbes de BAP ndo terem sido eficientes na inducdo da parte aérea, plantas mais altas

facilitam a aclimatizacdo do material vegetal.

Figura 8. Efeito da concentracdo de BAP na altura de plantas de Dimorphandra mollis.

w=-0,0439x2+0,1027x + 2,2756
RZ2=109297

0 1 2 3 4 5 3]
Concentracio mg/L



24

Figura 9. Genétipos de Dimorphandra mollis. Acessos coletadas em Araxa (A); Sacramento (B).

Fonte; Préprio autor

Figura 10. Genotipos de Dimorphandra mollis conservados in vitro na Unidade de Biotecnologia
Vegetal da Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP.

:
'

Fonte; bpréprio autor

Em trabalho realizado por Souza et al. (2016), que publicou uma revisdo sobre
enraizamento de plantas cultivadas in vitro, citaram varios estudos que confirmam o efeito benéfico
das auxinas no enraizamento das plantas. A acdo positiva das auxinas durante esta etapa é
conhecida de longa data e ocorre durante as fases de inducdo e iniciacdo das raizes (em periodos
de duas, trés e/ou quatro semanas) quando ha conjugagdo com a auxina endogena e a formagéo do

primordio radicular.
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Entretanto, os experimentos de enraizamento realizados com a adic¢éo de auxinas visando a
inducdo de raizes in vitro em plantas de D. mollis (Tabela 4) ndo foram eficientes e ndo houve
diferenca significativa no nimero de brotos e altura das plantas.

Em espécies consideradas dificeis de enraizar, apos o tratamento com as auxinas sintéticas,
ocorre aumento na concentragdo de AIA enddgeno e posteriormente decréscimo, antes da formacao
das raizes. Nesse caso, ndo ocorre a conjugacdo com a auxina exogena para a formacgdo do
primordio radicular (MENDES; LACERDA, 2014), o que pode ter ocorrido em Dimorphandra
mollis. Tendo em vista que a concentracdo de reguladores utilizados nao foi efetiva para promover
0 enraizamento adventicio in vitro de D. mollis, esta pode ser considerada uma espécie dificil de

enraizar.

Tabela 4. Efeito de diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento ANA e IBA no

enraizamento in vitro de Dimorphandra mollis.

= 1]
Tratamento Namero de brotos Altura brotagdo f.{n de
{cm) ENnrr aiz amento
ANA IBA ANA IBA ANA IBA
WP 1,2ad 1,2ad 3.0adh | 3,0ad - -
+
WP+, 1,1ad 1,0ad 3.2ah | 3 1ald - -
mg/L.
+
WP 0,5 1,0ad4 1,0a8 3lad | 3,1al - -
mgiL
WP+ 10 1,0a4 1,0ad 3.3ah | 3,0a4 - -
mgiL

As médias acompanhadas das mesmas letras mindsculas nas colunas e maiUsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A micropropagacéo apresenta vantagens quando comparada aos metodos tradicionais, por
exemplo, é excelente para a multiplicacdo de clones elites, multiplicacdo em longo prazo
independente de fatores ambientais ou climaticos, permite a producdo de um grande nimero de
individuos em um curto espaco de tempo (KAVAND et al., 2011; PRITCHARD et al., 2000).

Entretanto, varias dificuldades sdo encontradas no deenvolvimento do protocolo de

micropropagacao de algumas espécies. Desde dificuldade coms descontaminac&o, até problemas
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com enraizamento e aclimatizacdo, pois séo processos de grande complexidade (SOUZA et al.,
2011; SINGH 2018).

Vaérios trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a dificuldade com a germinacgéo das
sementes de D. mollis que apresenta dorméncia (FREITAS et al., 2009; HERMANSEN et al., 2000;
MANSETTO et al., 2014), entretanto ainda ndo estd disponivel um protocolo eficiente de
micropropagacao da espécie.

Até 0 momento existem apenas ensaios de introducao de D. mollins in vitro, mas ndo had um
protocolo completo, concluindo que ha necessidade de ajustes na composicdo do meio de cultura
para maximizar o nimero de brotacoes e producéo de novas plantas (SUDRE 2009).

Neste trabalho a maior dificuldade foi no enraizamento das plantas. Os meios de cultura
utilizados ndo induziram raiz in vitro, portanto a op¢do foi o enraizamento ex vitro. O resultado do
experimento ndo foi satisfatorio, apresentando apenas 12,5 % ([0 0,1) de enraizamento e de
sobrevivéncia das plantas que permaneceram por cinco meses em condic¢des de casa de vegetacéo,

quando utilizado o substrato Carolina Soil® (Figura 11).

Figura 11. Planta de D. mollis com cinco meses.

Fonte: Ana Maria Soares Pereira

Plantas enraizadas ou ndo in vitro podem se adaptar as condi¢des de solo com taxa de
sobrevivéncia de 10 a 100 % (BIONDO et al., 2007). O uso de microrganismo, principalmente
micorrizas pode ser utilizado para aumentar esta eficiéncia levando a um melhor desempenho sob
condicBes ex vitro (BEZERRA et al., 2019). Em plantas micropropagadas da frutifera Pouteria
lucuna transplantada em substrato enriquecido com microrganismo, apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia de 80%, em Pogostemum Mollis e Glycyrrhiza glabra, ambas as espécies medicinais

apresentaram melhora na taxa de sobrevivéncia e o desempenho das mudas, quando
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foram inoculadas com micorriza no inicio da aclimatizacdo (PADILLA et al., 2006; YADAYV et

al., 2013; MUTHURAJ et al., 2018).

A condicdo axénica das plantas micropropagadas pode dificultar a sobrevivéncia de
espéecies dependentes de microrganismos. Isto pode ter acontecido durante o enraizamento e
aclimatizacdo de D. mollis, portanto novos experimentos utilizando microrganismos que crescem
em associacdo com essa especie, podem aumentar a taxa de sobrevivéncia da planta nesta etapa do

protocolo de micropropagacao.

7.4 AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA
7.4.1 EXTRACAO DO DNA

O resultado da extracdo de DNA utilizando o protocolo Doyle e Doyle (1990), e os tecidos
foliares de D. mollis (Figura 12) foi eficiente. O material apresentou qualidade adequada para as
reacOes de PCR.

As amostras tiveram uma grande quantidade DNA integro e bandas amplificadas, e de

melhor qualidade. Além disso, ndo houve degradacdo do DNA gendmico.

Figura 12. Resultado da extragdo do DNA de individuos de Dimorphandra mollis. Amostras de
Araxa (MG), amostras de Sacramento (MG).
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O protocolo Doyle e Doyle (1990), é o método de extracdo de DNA mais utilizado, pois,
apresenta boa resposta para diferentes espécies vegetais. Entretanto, Souza et al. (2011) relata a
dificuldade em se utilizar este protocolo em folhas de D. mollis devido a contaminacdo por
polissacarideo, o que dificulta as reaces de PCR, sugerindo o protocolo desenvolvido por Russell
(2010), que introduz uma lavagem do material vegetal com um tampé&o contendo sorbitol.

Esta contaminacdo ndo foi evidenciada nas extracdes realizadas com plantas de D. mollis
advindas de cultura de tecidos, pois este material € muito tenro e pode ser comparado a individuos
juvenis. Portanto, neste caso o protocolo Doyle e Doyle foi eficiente na extracdo e amplificacédo de
DNA, utilizando os primers do marcador molecular SCoT. Resultado semelhante foi relatado por
Moreira e Oliveira (2011), comparando a extracdo de Doyle e Doyle em folhas jovens e velhas de
D. mollis, em que o protocolo foi eficiente apenas nas folhas jovens, os quais foram advindos de
individuos juvenis.

Os 36 primers descritos por Collard e Mackill (2009), foram utilizados para se evidenciar
os melhores primers quanto a nitidez e o polimorfismo. Portanto, um total de 12 iniciadores SCoT
(01, 11, 12, 14, 15, 17, 20, 22, 25, 28, 29 e 32) foram selecionados. Esta selecdo levou em conta a
quantidade de bandas amplificadas e a presenca e auséncia das mesmas nas diferentes amostras.
Os doze primers escolhidos amplificaram de 5 a 39 bandas, por primer, com um total de 203 bandas
amplificadas apresentando em média 94,58 % de polimorfismo. Os iniciadores 1, 12, 15, 17 e 29
exibiram 100% de polimorfismo (Tabela 5, Figura 13).

Tabela 5. Numero de bandas e polimorfismo obtidos em cada primer com o marcador molecular

SCoT em Dimorphandra mollis.

Primers N° de MO c!e I:':andas Polimorfismo

bandas polimérficos (%)
1CAACAATGGECTACCACCA 21 21 1an
1MTAGCAATGGCTACCACCA 5 4 a0
12 CRACATGGCGACCAACG 16 16 1an
14 CGACATGGCGACCACGC 23 22 95
15 CRACATGGCGACCGCGA 19 19 1an
17 CCATGGCTACCACCOGAG B fi 100
20 CCATGGCTACCACCGCG 20 19 95
22 ACCATGGUTACCACCAC 11 10 90
25 CCATGGCTACCACCGGEG 16 15 93
28 CATGGCTACCACCOGCOCA 39 36 92
29 CATGGCTACCACCGGCC 16 16 100
30 CATGGCTACCACOGOAC 11 10 90

Média 16 81 16,16 94,58
Total 203 184 -
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Figura 13. Gel de agarose com o Primer SCoT 28, em Dimorphandra mollis

Araxa Sacramento

A A
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A similaridade genética variou de 0,18 a 0,65, sendo que os individuos geneticamente mais
préximos foram ARA2 e ARA10 (0,65), ARAS5 e ARA9 (0,64) e SAC5 e SAC6 (0,63). Os mais
distantes foram ARA3 e ARA10 (0,18), apresentando uma média geral entre os individuos de 0,33.
Sendo que a populacdo de Araxa apresentou uma média de similaridade de 32% e a de Sacramento
30% (Tabela 6).

Os individuos selecionados neste trabalho se dividiram em dois grupos como pode ser visto
no dendograma, obtido pelo calculo de similaridade genética utilizando o indice de Jaccard (Figura
14) e no gréafico de dispersdo de Andlise em Coordenadas Principais (Figura 15).

O primeiro grupo denominado 1 é composto por onze individuos, sendo seis procedentes
de Araxa (ARA3, ARA4, ARA5, ARA7, ARA8 e ARA9) e cinco de Sacramento (SAC1, SAC2,
SAC5, SAC6 e SAC8), o segundo grupo denominado 2 é composto por nove individuos, sendo
quatro advindos de Araxa (ARA1, ARA2, ARA6 e ARA1O0) e cinco de Sacramento (SAC3, SAC4,
SAC7, SAC 9 e SAC10). Ambos os grupos apresentaram individuos de Araxa e Sacramento,
apenas em proporc¢des diferentes (Figuras 14 e 15).

A distancia entre Araxa e Sacramento € de apenas 86 km, sendo a D. mollis uma espécie
alégama facultativa (MENDES et al., 2013), apresentando flores hermafroditas polinizadas por
pequenos insetos, proporcionando, portanto, um fluxo génico suficiente para contrapor os efeitos
de deriva genética. Sua dispersdo é realizada por mamiferos (mastocoria) como, por exemplo, a
Anta (Tapiros terrestres) um consumidor dos frutos e potencial dispersor das sementes. A maior

diversidade genética esta dentro das populagdes naturais e a endogamia entre elas €
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insignificante. Portanto, a alta diversidade genética das popula¢des naturais de D. mollis indica um
potencial consideravel para conservagdo e manejo da espécie (GONCALVES et al., 2010).

Os acessos mantidos in vitro provenientes de Araxa e Sacramento apresentaram alta
divergéncia genética, 0 que torna este material altamente promissor para futuros programas de

melhoramento.

Tabela 6. Matriz de similaridade obtida pela distancia genética de Jaccard entre 20 progénies de

Dimorphandra mollis.

Codigos  ARA1  ARA2 ARA3 ARA4 ARAS  ARA6  ARA7 ARAS ARAS ARA10 SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SACH  SAC6  SACT  SACE  SACY  SAC10

ARA1 1,00

ARA2 0,49 1,00

ARA3 0,20 0,22 1,00

ARA4 024 028 0,53 1,00

ARAS 0,30 0,47 0,37 0,45 1,00

ARAG 0,49 0,48 0,30 0,39 0.4 1,00

ARAT 022 0,21 0,54 0,44 0,32 0,33 1,00

ARAS 033 0,39 0,39 0,48 0,60 0,44 0,40 1,00

ARA9 032 0,45 0,43 047 0,84 048 0,35 0,55 1,00

ARA10 0,45 0,85 0,18 0,30 0,45 0,43 0,20 0,36 0.4 1,00

SACH 0,30 0,31 0,44 057 0,47 0,41 0,3% 051 0,54 0,32 1,00

SAC2 018 0,29 0,46 0,39 0,44 0z 0,30 0,44 0,47 0,26 044 1,00

SAC3 0,43 0,54 0,27 037 0,42 047 0,26 0,43 0,45 0,50 0,45 0,30 1,00

SACH 043 0,43 022 0,30 0,33 0,43 022 0,29 0,30 0,42 031 0,21 0,44 1,00

SACS 0,30 0,34 0,36 0,44 0,48 040 0,34 0,48 0,53 0,34 054 0,42 0,50 027 1,00

SACE 0,35 0,42 0,38 0,44 0,49 0,41 032 0,48 0,53 0,38 0,57 0,42 0,51 034 0,63 1,00

SACT 0,43 048 0,26 0,30 0,34 0,38 0,1% 0,30 0,33 0,49 032 0,25 0,50 042 0,34 037 1,00

SACE 022 0,25 0,43 0,36 0,39 029 027 0,39 0,44 024 0,51 0,45 033 021 0,40 047 0,21 1,00
SACH 0,43 0,44 0,22 022 0,32 037 023 0,39 0,3 0,40 0,31 0,28 0,44 0,37 0,3 0,31 0,33 0,28 1,00

SAC10 045 0,58 021 029 0,38 0,41 022 0,34 0,38 0,55 034 0,30 0,58 041 042 044 0,49 0,26 0,42 1,00
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Figura 14. Dendograma obtido pela distancia genética de Jaccard e pelo método de argumento de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetc Mean) em progénies de Dimorphandra

mollis.
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Figura 15. Gréfico de dispersdo de analise em coordenadas principais (PCoA) em progénies de

Dimorphandra mollis.
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O método bayesiano utilizando o programa STRUCTURE (Figura 16), identificou os
grupos génicos presentes nas progénies advindas das populagdes naturais de D. mollis. A anélise
evidenciou a presenca de dois grupos génicos (K=2), em que os individuos ndo apenas
compartilham grupos génicos diferentes, mas proporcdes dos diferentes grupos em alguns
individuos. A analise bayesina ndo assume uma estrutura pré-definida, ela visa delinear grupos de
individuos com base em seus genotipos, permitindo assim a estimativa mais provavel do nimero
de clusters. E uma quantificacio de quao provéavel cada individuo pertence a cada grupo e identifica
a presenca de mistura de populaces, ou seja, hibridizagdes (EVANNO 2005).

A identificacdo da ocorréncia de hibridizacdo em progénie é fundamental para a utilizacédo
do germoplasma, pois a manutencdo da diversidade genética nas progénies é importante para o
progresso de selecdo, porque aumenta a chance de selecdo a médio e longo prazo em programas de
melhoramento (SILVA et al., 2015).

Em populacbes naturais a hibridizacdo pode introduzir variacbes adaptativas em uma
populacdo e posteriormente pode ser empregada na domesticacdo para tirar vantagem do vigor
hibrido (GOULET et al., 2017).

1.00
0.80
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0.40

020

0.00
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Figura 16. Grupos génicos dos individuos de Dimorphandra mollis analisados através do

programa STRUCTURE. A mesma cor para genétipos diferentes indica que eles pertencem ao

mesmo grupo génico.



8 CONCLUSAO

A utilizacdo de cercobim e hipoclorito de calcio séo eficientes na
descontaminacdo das sementes de Dimorphandra mollis, entretanto € necessario
realizar uma escarificacdo das sementes para acelerar o0 processo de germinacgéo in
vitro. O regulador vegetal BAP, é o mais indicado para manutenc¢éo das plantas in
vitro, no entanto as auxinas ANA e IBA nas concentracdes utilizadas, ndo foram
eficientes para inducgdo de raizes in vitro. A porcentagem de enraizamento ex vitro
e sobrevivéncia das plantas em condicdo de casa de vegetacdo foram abaixo de 13%,

portanto esta etapa do protocolo de micropropagacao precisa ser otimizada.

O marcador molecular SCoT foi eficiente na caracterizacdo genética das
progénies de Dimorphandra mollis em duas populagdes naturais. O material
conservado in vitro apresentou alto indice de diversidade genética, com a formacéo
de dois grupos génicos. Portanto € um material promissor para ser utilizado em

programas de melhoramento genético.

33
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