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RESUMO

LIMA, Patricia Schober Gongalves. Divergéncia genética e efeito do
nitrogénio total no crescimento in vitro de ipeca [Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stokes]). Lavras: UFLA, 2002. 83p. (Dissertagdio de Mestrado em
Agronomia/ Genética e Melhoramento de Plantas)*

A ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes.) € reconhecida
mundialmente como planta medicinal. Sdo produzidos em suas raizes dois
alcaléides de grande valor farmacolGgico: A emetina e a cefalina, utilizados no
tratamento da amebiase e disenteria. Sendo nativa da Mata Atlintica, e estando
ameacada por ter sofrido intenso extrativismo nos dois séculos passados, e ter
suas dreas de ocorréncia natural reduzidas no presente € uma espécie passivel de
se adequar a um sistema de cullivo economicamente vidvel.Uma eficiente
avaliagio da variabilidade disponivel é uma das principais ferramentas para a
definigio de uma estratégia de conservagiio e utilizagio do germoplasma. O
objetivo deste trabalho foi analisar a divergéncia genética entre 46 acessos de
ipeca provenientes do Banco de Germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental.
Foi utilizado o marcador RAPD e obtiveram-se 102 bandas polimérficas. As
similaridades genéticas foram estimadas por meio do coeficiente de Nei-Li e
foram agrupadas por meio do método UPGMA. A anilise do dendograma
mostrou que houve a formagio de alguns grupos com acessos geneticamente
iguais entre si. Ainda assim, a maioria dos acessos mostrou-se geneticamente
diferente. Foi verificado também através de um teste de correlagdo entre as
distincias geograficas e distincias genéticas, que a divergéncia genética para os
46 acessos de ipeca ndo estd correlacionada a distribuigiio geogréfica dos
mesmos. Visando também o estabelecimento adequado da concentragdo de
nitrogénio total em meio de cultura para o cultivo in vitro de ipeca, foram
testadas 6 variagdes (0; 7.5; 15; 30; 45 e 60mM) da concentragéo de nitrogénio
da solugdo original do meio MS . Verificou-se que a aplicagdo de 60mM de
nitrogénio na presenca de 2mg/L de BAP possui um efeito positivo na producao
de matéria seca e na formagiio de um maior nimero de brotagdes por explante.

Comité orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto -UFLA (Orientador), Joao
Bosco dos Santos (Co-orientador)



ABSTRACT

LIMA, Patricia Schober Gongalves. Genetic divergence and total nitrogen
effect in vitro growth of ipecac (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes.).
Lavras: UFLA, 83p.(Dissentation - Master in Agronomy/Genetic and Plant
Breeding).

The ipecac (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes.) is recognized as
medicinal plant. In their roots are produced the emetin and cephaelin, two
important alkaloids of pharmacological value for amoeba and dysentery
treatments. This is a native endangered specie of Mata Atlantica Forest because
their intense extraction and their reduced natural incident area at the present; the
ipecac is specie subject to a viable economic cultivation system. An efficient
assessment for available variability is one of mainly tools for a conservation
strategy definition and germoplasm use. The purpose of this research is
analyzing the genetic divergence among 46 accesses of ipecac originating from
ipecac germplasm bank of Embrapa- Oriental Amazonian. The clustering
analyses of similarities were making by NTSYS-pc 2.0 program, using Nei — Li
coefficient. The dendogram analyses showed that occured some clusters
formation by accesses genetically equal among themselves. In spite of this, the
majority of the accesses are genetically different. Looking for the establishment
of an appropriate culture media for ipecac micropropagation, was tested 6
variations  (0.0; 7.5; 15.0; 30.0; 45.0 and 60.0 mM) of total nitrogen
concentrations of original media MS solution supplemented or not, with 2mg/L
of BAP. It was checked that the 60mM nitrogen doses with BAP had a positive
effect on the mass production and greatest shoot number per explants.

Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor), Joao Bosco dos Santos - UFLA



1 INTRODUCAOQ

Muitas plantas produzem compostos orginicos economicamente
importantes. Estes compostos resultam do metabolismo secunddrio e
desempenham papel essencial na vida da planta; além disto muitos deles, pelas
suas agdes farmacolSgicas ou propriedades quimicas que apresentam, sio
utilizados como medicamentos ou precursores (SERRA, 1999).

Segundo GARCIA et al.(1996), existe uma grande caréncia em estudos
sobre conservagiio de germoplasma de espécies vegetais nativas de ecossistemas
tropicais, principalmente aquelas de porte herbiceo. Um grande nimero de
espécies de plantas medicinal e aromético brasileiras estd sob impacto de coletas
silvestres que podem levar ao seu desaparecimento local ou extingio.

A ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes.) € reconhecida
mundialmente como planta medicinal. S3o produzidos em suas raizes dois
alcaléides de grande valor farmacolégico: A emetina e a cefalina, que
apresentam efeito emético considerdvel e expectorante em doses atenuadas,
utilizados no tratamento da amebiase e disenteria correspondente (SOUZA et al.,
1991). E uma espécie modelo no estudo de sistemas economicamente
aproveitdveis da biodiversidade em dreas florestais que estdo sob alta pressao
econdmica. Sendo nativa da Mata Atlintica e estando ameagada por ter sofrido
intenso extrativismo nos dois séculos passados e também, por ter suas 4reas de
ocorréncia natural reduzidas no presente, € uma espécie passivel de se adequar a
um sistema de cultivo economicamente vidvel, a exemplo do que ocorreu na
india.

A abordagem dos estudos de espécies medicinais importantes como a
ipeca deve se dar de forma multidisciplinar, buscando distinguir quais sdo os

componentes genéticos e os ambientais responsdveis pela variagio entre



individuos e entre populagdes. Qualquer novo sistema de produgio vegetal,
visando a extragdo de produtos naturais, deve considerar aspectos genético-
fisiolégicos inerentes ao metabolismo préprio da espécie. A produtividade de
um determinado composto pode ndo estar correlacionada com os indices
usualmente empregados para determinar as épocas de colheita em culturas
tradicionais. SEIDL (1994), comenta que os tratos culturais rotineiramente
empregados para culturas convencionais devem ser reavaliados quando se
objetiva a produgio de metabélitos secundérios.

Desta forma, o estudo da estrutura genética e da diversidade da espécie
faz-se necessdrio para o delineamento de estratégias visando a conservagio das
populagdes em seu préprio habitat, com as perspectivas de manutengio da
diversidade (CASTELLEN, 2000). Esta € essencial para futuros estudos de
genética e aproveitamento racional da variabilidade no melﬁoramento, tornando
a exploragdo da espécie mais eficiente.

O uso de marcadores surge como ferramenta para auxiliar na
identificagdo da variabilidade genética, e pode contribuir para os trabalhos de
preservacdo em bancos de germoplasma e no auxilio a programas de
melhoramento genético. Dentre os diversos marcadores moleculares a técnica de
RAPD tem se destacado entre outras metodologias devido & maior simplicidade
€ menor custo.

Além disto, o emprego de técnicas adequadas visando o cultivo
agrondmico ou extrativismo sustentado de espécies medicinais poderia colaborar
para a redugdo da coleta comercial. A tecnologia do cultivo in vitro constitui
uma alternativa promissora para o suprimento constante € homogéneo de
material vegetal.

Deste modo, este trabalho busca aliar as tecnologias de cultivo in vitro e
marcadores moleculares no auxilio & conservagdo e cultivo sustentado da ipeca,

através da caracterizagio molecular de 46 acessos da espécie, provenientes do



banco de germoplasma da Embrapa-Amazonia Oriental-CPATU. E também, do

estabelecimento de um meio de cultivo in vitro adequado para a planta.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Planta

2.1.1 Condig¢des Atuais
A espécie Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (figura 1), conhecida

vulgarmente como ipeca, ¢ uma planta medicinal de grande importincia devido

a producdo de dois alcaldides em suas raizes, a emetina, e a cefalina muito

utilizados pela industria farmacéutica.

FIGURA 1. Ipeca (P-S}-'chorrf: pcmc:mnha (Br{;t.)Stoks. LAVRAS, UFLA,
2002.



A ipeca, originaria do Brasil, tem distribui¢do disjunta nas florestas
tropicais nos paises da América Central e América do Sul.Por se tratar de uma
planta que sO prospera sob determinadas condigdes ecoldgicas, tipicamente
tropicais, ¢ extremamente dificil cultiva-la fora de seu habitat natural (WILSON,
1930).

As primeiras tentativas de se cultivar a ipeca se deram na Malasia,
Ceildo e india, com plantas de origem brasileira propagadas no Royal Botanical
Garden de Kew, em Londres, no inicio do século XIX (PINTO 1972).

O cultivo a nivel comercial teve éxito na india e Malasia; no comércio
mundial as plantas cultivadas nestes dois paises sdo conhecidas por ipecacuanha
de Johore (COSTA, 1978).

ASSIS & GIULIETTI (1999), destacam a existéncia de dois tipos de
ipeca ou ipecacuanha: a Brasileira, originiria do Brasil e cuja espécie é a
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, e a ipecacuanha de Cartagena, origindria
da Colombia e Venezuela, pertencente a espécie Cephaelis acuminata Karsten,
segundo GATTONI (1960). Porém, TORRES (1972), citado por ASSIS &
GIULIETTI (1999) referem-se a ipecacuanha da Colémbia com o nome de
Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.

As raizes das plantas cultivadas no India e na Malasia possuem menor
concentracdo dos alcaléides de interesse. Ja as raizes das plantas obtidas no
Brasil apresentam as maiores concentragdes destes alcaldides, seguidas das
plantas provenientes da Colémbia (ADDOR, 1945; ASSIS & GIULIETTI,
1999).

Desta forma, YOSHIMATSU, AOI & SHIMOMURA, 1993, relatam
que o suprimento de ipeca no mercado tem, como fonte principal, o extrativismo
de plantas em estado silvestre. As plantas cultivadas na india e Malasia

representam apenas uma modesta quantidade do total comercializado.



Durante as trés ultimas décadas, o extrativismo tem sido
intensamente explorado no Brasil, tornando-se uma das principais fontes
de renda em muitas cidades do interior do pais, especialmente em estados
como o Mato Grosso, Rond6nia, Espirito Santo e Minas Gerais
(SKORUPA & ASSIS, 1998). Em 1960, o Brasil chegou a exportar mais
de 80 toneladas de raizes secas de ipeca, encontrando mercado
principalmente na Europa. A exportagio, no entanto, sofreu um
decréscimo substancial devido a um extrativismo desordenado, associado
ainda & devastagdo de florestas em virtude da expansdo de cidades,
rodovias e dreas cultivadas que resultaram em uma destruicdo gradativa
do habitat natural da espécie. Entre 1980 a 1993 as exportagbes ndo
excederam a quantidade de 7,5 toneladas/ano.

A exploragio deste produto, a nivel mundial, sempre dependeu da coleta
extrativista em florestas tropicais, exceto na fndia e Malésia, onde o cultivo
estabeleceu-se com um certo sucesso. A produgdo mundial, segundo SKORUPA
& ASSIS (1998) € estimada em 100 toneladas anuais, sendo o oeste de Bengala,
a ndia, o Brasil ¢ a Nicardgua os maiores produtores.

A maior parte da produgio € exportada sob a forma de planta seca ou de
extrato obtido a partir das raizes, tendo como principais mercados a Alemanha,
Espanha, Franga, Japdo, Mal4sia, Portugal e Paises Baixos (COSTA, 1995).

GATTONI (1960), citado por PINTO (1972), estima em 30 a 40 gramas
de raiz seca, a produgdo de uma planta bem cultivada durante 3 anos, com raiz
de 15 a 20 cm de profundidade, e com a média de 8 a 10 ramificagdes ou
rizomas.

Segundo informagdes obtidas por PINTO (1972), o rendimento por

planta, aos dois anos de idade, obtido em canteiros com cobertura de palha



cultivados em Circeres - MS, no Posto Agropecudrio do Ministério da
Agricultura, foi de 37 gramas de raiz, com um teor de alcalSides de 2,11%.

Rendimentos de até 6,5 toneladas de raizes/ha podem ser alcangados em
culturas com quatro anos de idade, devidamente adubadas € sob bons tratos
culturais (PINTO, 1972).COSTA (1995), citando dados da CACEX de 1990,
relata que o quilo da raiz seca da planta custava R$ 16,48; enquanto que o quilo
do extrato custava R$ 242,87 em 1988. Em 1995, o custo do quilo da raiz no
mercado interno estava em torno de US$ 29,67.

Apesar do seu evidente potencial econdmico, pouco se tem feito para se
cultivar a ipeca no Brasil (SKORUPA & ASSIS, 1998). Os trabalhos realizados
com a ipeca sdo, em sua grande maioria, relacionados a estudos quimicos e
farmacolégicos (PINTO, 1972; SKORUPA & ASSIS, 1998; ASSIS &
GIULIETTI, 1999).

Quanto a estudos relacionados ao cardter agrondmico, destacam-se
trabalhos sobre enraizamento de estacas associados a aplicagdes de horménios e
adubagdes com micronutrientes.

Devido as suas caracteristicas de planta essencialmente de sombra,
alguns trabalhos relacionados a consorciagdo de ipeca com outras culturas de
grande porte, como o cacau e a seringueira, trariam grande colaboragio para o
aumento de rentabilidade do agricultor por unidade de 4rea cultivada (PINTO,
1972). No entanto estas informagdes ainda s@io escassas e rudimentares
(SKORUPA & ASSIS, 1998).

Existem grandes lacunas na investigacdo da espécie, principalmente no
que diz respeito a taxonomia, morfologia e conservagio.

Estudos relacionados ao potencial da variabilidade genética em
populagSes naturais, e a influéncia de fatores ambientais sobre a produtividade
dos metabdlitos de interesse sdo inexistentes. Ainda assim, o interesse pelo

principio ativo da planta, tem resultado em virios trabalhos relacionados a



micropropagagio e produgio dos metabélitos secunddrios in vitro no Brasil.
LAMEIRA, COSTA & PINTO (1994), obtiveram sucesso na propagacdo in
vitro da espécie. No entanto, sdo poucas as iniciativas que apontem para
conservagdo da variabilidade genética da espécie, SKORUPA & ASSIS (1998).
E tal situagio, segundo ASSIS & GIULIETTI (1999), € muito preocupante uma
vez que as populagdes naturais localizadas por trabalhos de prospecgio
encontram-se em dreas sob grande impacto ambiental, seja na Mata Atlantica,
seja no sul da Amazdnia. As populagdes sdo descontinuas e, geralmente,
constituidas por poucos individuos.

Com relagiio & conservagéo da espécie, estdo sendo mantidas colegdes in
vivo da planta em Belém do Pard, na d&rea de sub-bosque do
CPATU/EMBRAPA. Esta mesma colegiio foi duplicada e estd sendo mantida
em Linhares no Espirito Santo, na reserva florestal Floresta Rio Doce
(SKORUPA & ASSIS, 1998), e em Brasilia, em casas de vegetagdo no
CENARGEN/EMBRAPA, visando a manutengio e produgio desse recurso

natural.

2.1.2 Origem e distribuig¢o natural

A ipeca € uma planta medicinal do sub-bosque de florestas tropicais
umidas, com distribuicdo disjunta no Brasil, Colombia e América Central
(ASSIS & GIULIETT], 1999).

Pelos nomes ipeca, poaia e ipecacuanha sdo designadas vérias espécies
herbéceas, que possuem como caracteristica comum a formagao em suas raizes
de dois alcaléides de grande valor farmacolégico: a emetina e a cefalina. Estas
espécies, nativas das regides sombrias e imidas das florestas tropicais, ocorrem
em vérios paises da América Central, assim como no Brasil, Venezuela,

Colombia, Peru, Equador, Bolfvia e Guianas.



No entanto, a verdadeira ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes
(Rubiaceae) tem como seu centro de origem o Brasil (PINTO, 1972)).

No Brasil, a ipeca encontra-se distribuida geograficamente no sul da
Amazonia, nos estados de Rondonia e Mato Grosso, e ao longo da Mata
Atlantica no nordeste (Pernambuco e na Bahia) e sudeste (Espirito Santo, Minas

Gerais, Rio de Janeiro, Sio Paulo e Parand),

2.1.3 Descric¢ao botanica
A ipeca ¢ um subarbusto pertencente a familia das Rubiaceaes, e que, de
acordo com a descrigio realizada por ASSIS & GIULIETTI (1999), apresenta

comumente 50 cm de altura (figuras 1 e 2).

FIGURA 2. Detalhe das raizes de ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.)
Stokes), onde estdo contidos os principios ativos. Adaptado de Costa, (1978).

LAVRAS, UFLA, 2002.



Seus ramos aéreos, emitidos a partir dos nés em seu rizoma, sio
cilindricos, tendo de 0,6 - 1,9 cm de diimetro, e os entrenés de 0,2 a 7,0 cm de
comprimento. Estes se apresentam prostrados ou eretos. As folhas sdo
persistentes na parte superior dos ramos, ovais, elipticas e oblongas, 3,5 - 18,3 x
1,1 - 94 cm, dpice arredondado, agudo ou acuminado. Quanto a presenga de
aciimen, verifica-se que as populagdes do Brasil apresentam normalmente folhas
sem actimen ou com actimen pequeno, medindo entre 0,1 - 0,3 cm nas plantas da
Mata Atlantica, e 0,1 - 0,5 cm nas plantas da Floresta Amazdnica.

A morfologia foliar, segundo o trabalho de ASSIS & GIULIETTI
(1999), mostrou-se bastante variada, mas ndo se observou nenhuma correlagao
entre os padrdes de morfologia foliar encontrados e a distribuigdo geogréfica
destes materiais.

A inflorescéncia terminal é envolvida por bricteas ovais, agudas e
lobadas de coloragio esverdeada, apresentam pediinculo ereto ou deflexo com
1,2 a 3,5 cm de comprimento. As flores siio hermafroditas sésseis e estdo
presentes em um nimero de 12 a 150 por inflorescéncia. Apresenta-se nas cores
creme ou branca, raramente vindceas. O ovério € bicarpelar, bilocular com 1
6vulo em cada léculo. O fruto é do tipo baga, eliptico com 1,0 x 0,7 cm,
apresentando epicarpo vermelho a vindceo. Contém duas sementes, retorcidas e
de testa dura (ASSIS & GIULIETTI, 1999).

O rizoma cilindrico, com desenvolvimento paralelo a superficie do solo
emite a partir de seus nds, além dos ramos aéreos, as rafzes. As raizes aneladas
apresentam de 0,6 a 1,7 cm de didmetro e chegam a 24 cm de comprimento, s@o
amareladas ou esbranquigadas quando frescas e acinzentadas quando secas. As
rafzes sio fibrosas, possuindo cheiro fraco quando frescas € um sabor amargo e
nauseante (COSTA, 1995).

Quanto ao nimero cromossémico, n = 11, KIEHM (1986) comenta que

o nimero bisico de cromossomos para Psychotria L € x = 11, e ainda para



Psychotria bissulcata, espécie origindria da India, n = 11. Esses nimeros,
segundo ASSIS & GIULIETTI (1999) sio concordantes com o nimero
cromossdmico encontrado para Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes no

Brasil.

2.1.4 Sinonimia

A ipeca verdadeira apresenta a seguinte sinonimia cientifica: Evea
ipecacuanha Standley, Cephaelis ipecacuanha Rich., Cephaelis emética Pers.,
Uragoga ipecacuanha Baill., Callicoca ipecacuanha Brot., Psychotria emética
Vell., Psychotria ipecacuanha Mull. Arg. e Ipecacuanha officinalis Arr. Cam.

Vulgarmente € conhecida pelos nomes: ipeca, ipecacuanha anelada,
ipecacuanha preta, poaia do mato, poaia cinzenta, poaia legitima, ipeca preta,
ipeca do Mato Grosso, ipeca de Cuiabd, poaia do Brasil, raiz do Brasil, poaia das
boticas, entre outros (COSTA, 1978).

2.1.5 Propagacgio

A ipeca pode ser propagada tanto de forma sexuada, por sementes, como
de forma assexuada, através de fragmentos de raiz. Os trabalhos de cultivo
realizados principalmente nas antigas coldnias inglesas do Oriente forneceram
informagdes importantes sobre os meios de propagagio da espécie (PINTO,
1972).

Segundo PINTO (1972) a propagagiio por sementes nio € muito
utilizada em virtude da baixa e demorada germinagio que se inicia de 3 a seis
meses apds o plantio. IKEDA et al (1988), relata que as plantas provenientes de
sementes florescem apdés dois anos de cultivo.

A sua reprodugdo por fragmentos de raiz ainda ndo estd totalmente

dominada. Embora existam trabalhos relacionados a aplicagoes de horménios e
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adubagdes que favoregam o pegamento dos fragmentos de raiz, (GATTONI
(1960); KALYANASUNDARAN (1968)).

Outra alternativa para propagagio da espécie estd na cultura de tecidos,
drea na qual vdrios estudos estiio sendo realizados no sentido de preservagéio dos
recursos vegelais e produgio em escala comercial de plantas de dificil
propagagio (RAO & LEI, 1982, citado por YOSHMATSU, AOI &
SHIMOMURA, 1993). Em 1988, IKEDA e al. estabeleceram a propagagao da
ipeca a partir de segmentos nodais. E no Brasil, tem-se alcangado sucesso na
propagagiio in vitro da espécie (LAMEIRA, COSTA & PINTO, 1994).

Além disto, a exigéncia da planta a determinadas condigdes ambientais e
ecolégicas faz dela uma planta de dificil cultivo. Sendo necessdrio um local
sombreado coberto de 4drvores frondosas que lhe fomegam abrigo e abundante
material vegetal em decomposigdo (COSTA, 1995).

A colheita da ipeca deve ser feita quando a planta atinge seu pleno
desenvolvimento, o que ocorre em condigdes normais aos 3 ou 4 anos. Sendo
possivel, no entanto, antecipar este periodo para 1 ano sob regime de irrigacdo
antificial (PINTO, 1972). A colheita realiza-se durante o ano todo, mas em

particular na época da floracao (COSTA, 1978).

2.1.6 Uso farmacolégico

O uso farmacol6gico da ipeca estd ligado a presenga de dois alcaléides
em suas raizes: a emetina, ¢ a cefalina que conferem a planta um poder emético
e amebicida (ASSIS & GIULIETTI, 1999). O emprego particular da ipeca €
como emético, propriedade que se deve mais a cefalina que & emetina. Esta
atividade resulta da excitag@o provocada no esofago e estdmago e transmitida ao
bolbo provoca o vomito (COSTA, 1978).

Em doses reduzidas aplica-se como expectorante nas bronquites, asmas,

etc. para facilitar a eliminagdo das mucosidades dos bronquios.
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A emetina exerce agdo t6xica para virios microrganismos, em particular
sobre a Entamoeba histolytica, o que torna o uso da ipeca e da emetina adequado
nas disenterias amebianas (COSTA, 1978).

Os alcaldides produzidos nas raizes da ipeca ainda possuem
propriedades irritantes para pele e mucosas, podendo provocar eritemas,
pustulas, conjuntivite € crises de tosse e espirros. E ainda serem empregados na
cura do alcoolismo.

COSTA (1978) recomenda doses didrias de 0,010 a 0,20 g como

expectorante; 1 a 25 g como vomilivo e 4 a 8 g na disenteria.

2.1.7 Composicéio quimica das raizes

De acordo com COSTA (1978), diversas substincias sao encontradas
nas raizes da ipeca: amido, agicares, corpos gordos, resinas, saponésidos e um
heterésido cristalino, o ipecésido; dcido mélico e citrico e um tanino, o 4cido
ipecacudnhico. Finalmente, os alcaléides que justificam as propriedades
- terapéuticas da planta: emetina, cefalina, psicotrina, o-metilpsicotrina,
emetamina, e proto-emetina ou alcaléide A. Dentre os alcaldides citados, a
emetina e a cefalina sdo os mais importantes.

Os alcal6ides correspondem de 2 a 3% do peso seco das raizes, e estdo
localizados principalmente no parénquima cortical (2,5%), e em quantidades
reduzidas na zona lenhosa (COSTA, 1978).

2.1.8 Emetina

O principio ativo emetina faz parte do grupo dos isoquinolinicos dos
alcal6ides, originados a partir da condensagio de moléculas do aminoécido
tirosina (CLAUS & TYLER, 1968, citados por COSTA, 1995).A tirosina € um

composto aromdtico sintetizado a partir do 4cido chiquimico (CROCOMO,
1985).
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YOSHIMATSU, AOl & SHIMOMURA (1993), observaram que a
concentragio de alcaldides presente nas raizes varia em fungio da época do ano,
e da regiio onde se encontra a planta. Comparando a produgio de alcaldides
produzidos em um mesmo clone cultivado em duas regides diferentes do Japao,
Tanegashima e Tsukuba, verificaram que a concentragdo total de alcaléides nas
raizes aumentou nos periodos de junho a dezembro em Tanegashima, enquanto
que em Tsukuba decresceun apenas entre os meses de setembro ¢ outubro.

A estrutura molecular dos compostos acido chiquimico, tirosina, e

emetina sdo mostrados na figura 3.

H4CO

COOH HaCO

COH
m sz
HO OH HO YHa CH,
oo
OR

R + H = Cefalina
A R+ CH; = Emetina
B c
FIGURA 3. Estruturas quimicas de (A) Acido chiquimico, (B) Tirosina, e (C)

Emetina. Adaptado de Costa, (1978).LAVRAS, UFLA, 2002,

2.2 Cultivo in vitro e plantas medicinais

O interesse pelas plantas medicinais vem sendo restabelecido nos
dltimos anos em func@o do resgate das diversas formas de medicina alternativa
que tem como base a utilizagio de compostos provenientes de plantas
(GEORGE & SHERRINGTON, 1984). Além disso, tanto pesquisadores
envolvidos no campo da biotecnologia, como as indistrias farmacéuticas que

dependem de inimeros compostos produzidos por plantas, tem voltado sua
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atengao para o estudo das plantas medicinais. (ROUT, SAMANTARAY & DAS
2000).

Embora as plantas medicinais estejam distribuidas por diferentes
ecossistemas do mundo inteiro, paises como o Brasil, em fungdo da sua
condigdo tropical e maior diversidade biolégica, abrigam uma grande riqueza de
plantas medicinais. Principalmente nas regides de floresta e cerrado. No entanto,
o processo de devastagiio tem sido responsdvel pela perda desta variedade de
espécies medicinais assim, muitas destas espécies encontram-se em vias de
extingdo. Companhias farmacéuticas dependem largamente de matérias primas
provenientes de plantas que estdo desaparecendo rapidamente devido a
inexisténcia de formas de cultivo adequadas e da sua forma extrativista de
obtengao.

Existe ainda o fato de que, muitas vezes, a parte da planta utilizada na
sua propagacio seja ela semente, ou qualquer outra parte da planta, no caso de
propagacdio vegelativa, € justamente a parte que confere 3 planta algum valor
medicinal. E isto, dificulta a sua propagagdo. E o caso da espécie Holostemma
annulare (Roxb) K. Schum. que floresce apenas uma vez ao ano e apresenta
baixa frutificagdo e para qual, € impraticdvel o uso de segmentos de raiz para sua
propagagdo, devido aos altos pregos alcangados no mercado e ao grande valor
desses segmentos de raiz para medicina ayurvedica praticada na India
(GEORGE & SHERRINGTON, 1984).

A cultura de tecidos de plantas € um mélodo alternativo de
propagacdo a nivel comercial (GEORGE & SHERRINGTON, 1984) e
pode ser utilizado na produgdo de mudas de um grande nimero de
espécies medicinais. Além da rdpida propagagdo, a cultura de tecidos
vegetais também pode ser aplicada para conservagio in situ de espécies
raras e endémicas de plantas de valor medicinal, o que € citado por vérios

autores.
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A aplicaciio das técnicas de cultura de tecidos para plantas
medicinais estd basicamente relacionada a micropropagagio que se divide
em trés categorias. A mais utilizada delas gera plantas inteiras a partir do
cultivo de gemas apicais ou axilares em meio de cultura sob condigbes
asséplicas. A segunda categoria baseia-se também no processo de
organogénese indireta, na qual brotos adventicios sdo formados a partir de
folhas, raizes ou segmento de caule. A terceira e Ultima categoria €
baseada no processo de organogénese direta, em que siio originadas a
partir de calos. Este sistema € teoricamente mais eficiente quando se
estabelece uma forma de obtengao (TORRES, CALDAS & BUSO, 1999).

2.2.1 Micropropagacio

A micropropagagio de vdrias espécies vegetais, incluindo vérias
espécies medicinais, pode ser encontrada descrita por vérios autores em
intimeros trabalhos realizados nas dltimas duas décadas. Do ponto de vista
prético, a propagagao, a partir de meristemas, ndo apresenta grandes dificuldades
técnicas, e garante a obtengdo de plantas geneticamente idénticas 4 planta
matriz. Através de micropropagagdo de plantas medicinais tem-se alcangado
uma répida proliferagio de mudas a partir do cultivo de gemas apicais e axilares.

Inimeros fatores influenciam no sucesso da propagagdo in vitro,
havendo peculiaridades inerentes as diversas espécies. Desta forma, seria

imprudente generalizar uma metodologia para o processo.

2.2.2 Meios de cultivo
Na cultura in vitro, células, tecidos ou 6rgaos sio isolados do organismo
e cultivados em condigdes assépticas, hum meio de cultura cuja composigao

fisica e quimica € perfeitamente conhecida. Estas culturas s@o tratadas
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adequadamente através de um balango nutricional e hormonal, estabelecendo-se
condigdes ambientais bem controladas.

A composigio varidvel da mistura dos componentes do meio determina
o éxito da iniciagio e do desenvolvimento da organogénese até a obtengiio de
microplantulas (CAMBRONY & SNOECK, 1983).

Embora existam vérias formulagdes de meio de cultura utilizadas para o
cultivo in vitro de plantas medicinais, a mais comum € a formulagZo descrita por
MURASHIGE & SKOOG (1962) (Meio MS), sendo citada em intimeros
trabalhos e freqiientemente com algumas modificagdes. Entre outras
formulagoes de sais utilizadas como meio bdsico para o cultivo in vitro de
plantas medicinais estdo o meio de Gamborg (BS), o meio WPM, e o meio NN
para promover embriogénese somdlica em Carica pubescens Lenné et Kock,
(JORDAN & VELOZO, 1995). A maior diferenga destes meios est4 na quantia e
forma de nitrogénio, e nas quantidades relativas de alguns macroelementos.

A porcentagem de regeneragdo e multiplicagio de brotos €
particularmente alta para o meio MS quando comparado a virios outros meios
de cultura. GAO et al. (1999), ao compararem o efeito de quatro meios de
cultura diferentes (MS-Murashige & Skoog; Bs - Gamborg et al.; SH - Schenk
and Hildebrandt; e 67-V - meio 67-V) para multiplicagao de Fritillaria
unibracteata, verificaram que a taxa de multiplicagdo na presen¢a do meio MS
foi significativamente alta em relag@o aos demais meios de cultura.

A obteng@o de uma alta taxa de multiplicagdo também depende do
subcultivo dos brotos regenerados in vitro. No caso de cultivos prolongados, os
nutrientes do meio de cultura vio se exaurindo gradativamente, e a0 mesmo
tempo, a umidade no interior dos frascos também decresce, permitindo o
ressecamento do meio de cultura. O subcultivo também reduz os efeitos da
competicdo entre os brotos em desenvolvimento pelos nutrientes do meio.

ROUT et al. (1999) demonstraram um aumento significativo na taxa de
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multiplicagiio dos brotos no subcultivarem plantulas de Plumbago zevianica em
intervalos de 4 semanas.

Um meio nutritivo consiste basicamente dos macro e micro nutrientes,
vitaminas, fitorreguladores e um de carboidrato como fonte de carbono, sendo
que outros suplementos orginicos podem vir a ser utilizados.

Os macronutrients N, P, K, Ca, Mg e S siio necessdrios par todas as
espécies de plantas, no entanto, a concentragio de cada um destes elementos
pode variar bastante em fungio da espécie. Embora as células vegetais em
cultivo possam crescer na presenca de nitratos apenas, o pH do meio (5,0 - 6,0)
fica normalmente mais estdvel quando estdo presentes no meio de cultura tanto
fons de nitrato como de amdnia, suprindo a fonte de nitrogénio, desta forma os
resultados seriio melhores. Os micronutrientes sido exigidos pelas células
vegetais em pequenas quantidades e incluem o Fe, Mn, Zn, B, Cu, Cl, Mo e Ni.

O ferro normalmente € adicionado na forma de quelato, permitindo
assim que nao haja a sua precipitagdo e uma melhor absor¢éo.

Quanto as fontes de carbono, sdo vérios os carboidratos que se prestam a
este fim. No entanto, a sacarose aparece como a principal fonte de carboidratos
utilizada para o cultivo in vitro de plantas medicinais. As concentragdes de
sacarose no meio de cultura variam normalmente de 2 a 3%. Para induzir a
formagdo de calos a partir de hipocétilos e segmentos de raiz de Withania
somnifera, RAN] & GROVER (1999), utilizaram 1% de sacarose em meio
bésico MS.

Além de servirem como fonte de carbono, os carboidratos tém um papel
importante na regulagdo osmética, mantendo o potencial osmético do meio o
que permite a condugdo dos nutrientes para as células e tecidos em
desenvolvimento.

Plantas inteiras estdo aptas a sintetizar as vitaminas necessdrias ao seu

desenvolvimento. No entanto, a adi¢io de vitaminas especificas ao meio de
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cultura, incluindo a tiamina (B,), o 4cido nicotinico (B,), piridoxina (Be) € mio-
inositol normalmente € necessdria. Embora as células em cultivo sejam capazes
de sintetizar todos os aminodcidos requeridos ao seu desenvolvimento, a adigiio
de L-glutamina, L-cisteina, L-prolina e L-tirosina ou uma outra fonte de
aminodcidos como a caseina hidrolisada ao meio de cultura pode vir a
incrementar o crescimento celular. Dentre os agentes que promovem a
geleificagdo do meio, o agar é sem diivida, o mais utilizado. Dentre outros
agentes geleificantes podem ser citados o gelrite ¢ a agarose (TORRES,
CALDAS & BUSQO, 1999).

2.2.2.1 Nitrogénio

Depois da sacarose, os minerais constituem o grupo mais importante de
nutrientes para o desenvolvimento in vitro (NANNETTI, 1994). Estes minerais
presentes no meio de cultura estdo divididos em dois grupos: os
macroelementos, dentre os quais estd incluido o nitrogénio; e os
microelementos. Embora o meio badsico normalmente utilizado na fase de
multiplicagdo seja o0 MS, vérios trabalhos t€m mostrado que para determinadas
espécies, pode haver problemas de toxidez ou outros problemas fisiol6gicos em
fungdo da riqueza deste meio em sais (SATO, 1994). GEORGE &
SHERRINGTON (1984), ressaltaram que os macronutrients do meio MS podem
servir de base para formulagio de outros meios, solugdes mais diluidas podem
ser mais adequadas em algumas circunstancias. SATO (1994), estudou o efeito
de diferentes concentragdes de nitrogénio sobre a propagagao de trés diferentes
clones de gérbera de vaso, e concluiu que a concentragdo de 60mM de N (MS
completo), inibe a regeneragio dos brotos. Enquanto que a utilizagio de
concentragdes diluidas favorece a indugdo dos brotos. No entanto, para cada um
dos clones existe uma diluigéo diferente da concentragao de N do meio MS que

apresenta melhores resultados.
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Todos os componentes de um meio de cultura podem afetar a
morfogénese in vitro todavia recentemente, as atengdes tém se voltado para o
nitrogénio e, em especial, ao nitrogénio reduzido (AMMIRATO,1985). O
nitrogénio difere dos demais macronutrientes pelo fato de apresentar-se na forma
de cation (amédnio) e anion (nitrito e nitrato). A suplementagio do meio quanto
as fontes nitrogenadas na maioria das vezes € através de ions NH'; e NO'3 A
maioria das plantas preferem NO, ao NH’, e, em alguns casos o oposto, para
tanto é necessdrio encontrar o balango certo de NO'3: NH*, para um 6timo
crescimento e desenvolvimento in vitro (SATO,1994).

O efeito destas diferentes formas inorganicas sobre o crescimento €
desenvolvimento de cultura de tecidos é marcante: o nitrato, como tnica fonte
de nitrogénio, sustenta uma boa taxa de crescimento em muitas espécies, sendo
também a melhor forma de nitrogénio para algumas culturas, tais como cenoura,
fumo, roseira e vérias outras espécies (TORRES, CALDAS & BUSO, 1999). No
entanto, hd espécies que ndo crescem bem com nitrato no meio. Quando o
nitrato € a tnica fonte de nitrogénio, o nitrito pode ser acumulado no meio e
tornar-se téxico devido a baixa atividade da enzima redutase de nitrito.

A utilizagdio do nitrato pelas células depende da atividade da enzima
redutase de nitrato, que reduz nitrato a nitrito, e em seguida, a amdnia, por meio
da atividade da redutase de nitrito. A redutase de nitrato mostra atividade in vitro
(TORRES, CALDAS & BUSO, 1999).

Quando o nitrogénio € fornecido somente na forma de sais inorganicos
de amdnio, as células in vitro apresentam sintomas de toxidez. BESPALHOK,
VIEIRA & HASHIMOTO (1992) estudaram a influéncia da concentragéo de
nitrato de aménia na indug@o de brotos em Stevia rebaudiana e constataram que
a concentragio de nitrato de amdnia do MS € téxica. Obteve maior indugdo de

brotagdes usando Y de nitrato de amdnia no meio MS.
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Tanto o incremento de matéria seca, como 0s processos de crescimento
celulares estio intimamente relacionados a absor¢do e conversdo de nitrogénio
em matéria orginica. TADESSE, LOMMEN & STRUIK (2000), ao estudarem o
efeito da agio de diferentes concentragdes de nitrogénio em diferentes cultivares
de batata, verificaram que baixas doses de nitrogénio promoveram um
incremento inicial da area foliar das plintulas formadas, mas ocasionaram
efeitos relativamente negativos no aumento da irea foliar das plantas durante a
aclimatacao.WITJAKSONO et al. (2000), concluiram que para abacate uma
concentragdo de nitrogénio total de 40 mM em meio MS € ideal para promover
o desenvolvimento dos explantes.

Uma combinagido das duas formas de nitrogénio, aménio e nitrato,
estimulam o crescimento de muitas espécies de plantas in vitro, de modo que a
toxidez do amdnio ndo € absoluta. Segundo CALDAS & CALDAS (1976), a
mesma concentragio de amdnia que € inibitéria quando a concentragio de
nitrato € baixa, permite um bom crescimento quando se aumenta a concentragao
de nitrato. A razio entre as concentragGes parece ser fator determinante do
crescimento, sendo que a de amdnio deve ser, no mdximo, um terco da do
nitrogénio total.

A toxidez do aménio as células diminui ou desaparece quando ele ¢
usado como tnica fonte de nitrogénio na forma de sal de um 4cido organico
(GAMBORG & SHYLUK, 1970).

Em cenoura, além do efeito estimulante do amdnio sobre o crescimento,
foi observada também que para embriogénese somética ocorre uma dependéncia
do nitrogénio nesta forma (HALPERIN & WETHERLL, 1965). A importancia
de fons de ambnio para o desenvolvimento de plantulas de orquidea também €
enfatizada por vérios autores (NANNETTI, 1994). O fon NH*; in vitro €
essencial para o desenvolvimento de protocérmios em orquideas (GEORGE &
SHERRINGTON, 1984).
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O fornecimento de nitrogénio reduzido pode abaixar o requerimento de
citocininas. SARGENT & KING (1974), determinaram que c€lulas de soja siao
dependentes de citocinina quando cultivadas em meio contendo nitrogénio na
forma NO';, mas independem de citocinina quando o fon NH™ estiver presente.

O nitrito ¢ uma outra forma de nitrogénio inorginico testada para o
cultivo in virre. No entanto, embora tenha sido estudada para poucas culturas,
parece ser téxica de um modo geral (TORRES, CALDAS & BUSO, 1999).

As formas orginicas de nitrogénio utilizadas em cultura de tecidos

incluem misturas complexas de compostos nitrogenados como caseina

hidrolisada e extrato de levedura (TORRES, CALDAS & BUSO, 1999).

2.2.3 Reguladores de crescimento

Um meio minimo sem a adicao de hormonios raramente serve de
veiculo para suportar um crescimento de tecidos normais. Substancias
estimulantes de crescimento podem ser supridas na forma de complementos
naturais como a dgua de coco que contém auxinas, citocininas, giberilinas e
agucares-ilcool como o mioinositol (KRIKORIAN, KELLY & SMITH, 1987).

O tipo e concentragio dos reguladores de crescimento presentes no meio
de cultura direcionam o desenvolvimento do explante e determinam o sucesso
do cultivo. Os processos de enraizamento, brotagio, ou diferenciagio a partir de
calos estao intimamente ligados & concentragdo relativa entre as auxinas e
citocininas presentes no meio de cultura (ROUT et al, 1999). Um alto valor para
relac@o auxinas: citocininas favorece um crescimento acelerado e a formagao de
calos indiferenciados (MURASHIGE, 1962).

O grupo das auxinas ¢ amplamente empregado na micropropagagio,
promovendo crescimento de calos e regulando a morfogénese, especialmente em
associagao com citocininas (GUEVARA, 1987). Possui capacidade de induzir o

alongamento das células, e a agiio sobre o crescimento celular dé-se pelo



estimulo do crescimento de brotos ou folhas, dependendo das concentragdes
utilizadas (FORNI, 1993). Segundo MURASHIGE (1974), as auxinas diferem
significativamente em estabilidade, eficicia e influéncia sobre a organogénese.
Dentre as auxinas, as mais comumente empregadas sio o dcido naftalenoacético
(ANA), o dcido 3- indoleacético (AlA), o dcidoindolbutirico (AIB), e o dcido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Um levantamento realizado por HU & WANG
(1983), revela que apenas 40% dos meios de isolamento para o inicio de um
cultivo in vitro, contém auxina em sua constituicio. E desses meios, 51%
utilizaram ANA; 27% AIB; 22% AlA; e 6% 2,4-D.

As giberelinas auxiliam o alongamento de brotos, mas, geralmente, nio
favorecem o processo de organogénese.Sua inclusdo ¢ pouco freqgiiente em vista
de um suprimento enddgeno suficiente (TORRES, CALDAS & BUSO, 1999).
Foi levantado quel7% dos meios de isolamento continham giberelinas em sua
composi¢do, ji na fase de multiplicagio apenas 12% dos meios continham
giberelinas, segundo HU & WANG (1983).

As citocininas formam um outro grupo de reguladores de crescimento
muito importante para o cultivo in vitro. Na fase de estabelecimento de um
processo de micropropagacio, este grupo de reguladores de crescimento ndo s6 é
favordvel como necessdrio para o desenvolvimento do explante. A citocinina no
meio de cultura € indispensdvel para o desenvolvimento de gemas neoformadas
(FORNI, 1993). Das citocininas comercialmente disponiveis, o BAP ¢ a que em
geral, apresenta melhores resultados.

A maioria dos explantes in vitro, ao contrdrio do que ocorre com as
giberilinas, ndo sintetiza citocininas suficientes para permitir um crescimento
continuo. Segundo HU & WANG (1983), que estudaram cerca de 100 espécies
em fase inicial de estabelecimento in vitro, constataram que o BAP ¢ utilizado

em 68% dos meios, a cinetina 23%, o 2-ip e a zeatina em 9% dos meios.
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O uso de citocininas estimula o desenvolvimento da parte aérea, mas
em altas concentragbes as citocininas podem ser prejudiciais, na fase de
multiplicagio pode causar toxidez, caracterizada por entufamento e falta de
alongamento dos brotos formados, encurtamento dos entrends, engrossamento
dos caules e vitrificagio generalizada (TORRES, CALDAS & BUSO, 1999).

A presencga das citocininas é um fator essencial para multiplicagdo de
vdrias plantas medicinais. Dentre as citocininas, a 6-benziladenina (BA),
também chamada de benzilaminopurina (BAP), é uma das mais empregadas
para estimular a formagéo de brotos. SUDAH et al. (1998) verificaram que o BA
aplicado isoladamente ao meio MS estimulou a formagéo de brotos a partir de
meristemas apicais e axilares de Holostema annulare. No entanto, para obter o
mesmo resultado para segmentos nodais, foi necessario suplementar o meio com
icido o-naftalenoacético (NAA), que favoreceu o elongamento dos brotos
gerados, tanto a partir de meristemas, como de segmentos nodais. Para espécie
Phythomorphe umbellata, segmentos foliares inoculados em meio suplementado
apenas com BA ou NAA ndo apresentaram resposta. Quando inoculados em
meio contando com uma combinac@o destes dois reguladores, os segmentos
foliares apresentaram proliferagiio de brotos (PEREIRA et al., 2000).

ECHEVERRIGARAY et al (2000) mostrou que para segmentos foliares
de Anthemis nobilis também € necesséria & combinagdo dos reguladores BA e
NAA. Das vérias combinagdes destes dois reguladores, os meios MS
suplementados com 1.0 mM a 4,5 mM de BA e 1,0 mM de NAA favoreceram
efetivamente a formagdo de miltiplos brotos. No entanto, uma concentragdo de
18,0 mM de BA ocasionou o problema de vitrificagio dos explantes. O
fendmeno da vitrificagio associada a altas concentragdes de BA, também foram
relatadas por SUDHERSAN (1998) em Enicostemma axillare; e por Pereira et
al. (2000) em Pothomorphe umbellata. Segundo KEVERS, COUMANS &
COUMANS-GILLES (1984) as citocininas, assim como o nitrogénio, podem
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estar relacionadas ao processo de vitrificagiio, principalmente quando usadas em
€Xxcesso.

O 4cido giberélico (GA,) numa concentragiio de 0,2 mg 1", associado a
10 gI”' de sacarose em meio MS/4 suplementado com 0,5 mgl” de BA, além de
promover o elongamento dos brotos, suprimiu o processo de vitrificagio em
segmentos foliares de Pothomorphe umbellaia (PEREIRA et al. 2000). Além do
GA;, a suplementagdo do meio MS com 1,1 mM | de cido I-indole-3 acético
(AIA) também promoveu um aumento no elongamento dos brotos de Maytenus
tlicifolia, obtidos a partir de gemas axilares (PEREIRA et al., 2000). Outras
citocininas podem ser utilizadas para promover a proliferagio de brotos. Sendo
normalmente necesséria a inclusdo de baixas concentrages de auxinas para
otimizar a taxa de formagdo e elongamento destes brotos. REDDY,
GOPALAND & SITA (1998), trabalhando com a espécie Gymnema sylvestre
conseguiram o mimero médximo de brotos por explantes quando suplementaram
o meio MS com 5 mg/l de BAP e 0,2 mg/l de NAA.

2.3 Marcadores Genéticos

Os descritores morfolégicos foram a principal ferramenta usada por
naturalistas para identificagdo, descricio e classificagao dos seres vivos
(MUHLEN, MARTINS & ANDO, 2000). Até meados dos anos 60, os
marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento eram controlados
por genes associados a caracteres morfolégicos, em geral fenétipos de fécil
identificagdo visual. Entretanto, pelo fato dos marcadores morfolégicos
ocorrerem em nimero reduzido, a sua utilizagao nem sempre oferece vantagem
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Além disto, os marcadores
morfolégicos podem estar fortemente sujeitos 3 influéncia das condigGes
ambientais. Os efeitos ambientais mascaram os efeitos genotipicos, fornecendo

uma medida imprecisa do genétipo da planta.
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Além dos marcadores morfoldgicos, outros tipos de marcadores também
permitem o estudo comparativo de gendtipos. Sendo inclusive, mais eficientes
em fungiio das limitagdes apresentadas pelos marcadores morfolégicos e por
isso, muito mais utilizados. Com o desenvolvimento dos marcadores
isoenzimdticos, seguidos do advento das técnicas modernas de biologia
molecular, que possibilitaram o surgimento de métodos variados para detecgiio
de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA, o niimero de
marcadores genéticos disponiveis aumentou significativamente. Ganhando
potencialidade de aplicagio para todas as espécies vegetais (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

De acordo com DUARTE (1998), nas tltimas décadas a técnica de
eletroforese de proteinas foi bastante utilizada no estudo da variagdao genética
tanto de plantas como de animais. No entanto, apesar da sua eficiéncia se
comparado a marcadores morfolégicos, o nivel de polimorfismo para
marcadores isoenzimdticos € baixo para vdrias espécies e por isso foram
gradualmente substituidos por marcadores moleculares.

Com o conhecimento de enzimas de restricio foi possivel o
desenvolvimento da classe dos marcadores moleculares, que atualmente, agrupa
diversas técnicas que podem fornecer um nimero ilimitado de marcadores
altamente polimérficos para qualquer organismo vivo. Segundo WILLIAMS et
al. (1990), esta classe de marcadores oferece a vantagem de identificar um
grande nimero de polimorfismo, de nio apresentar efeito pleiotrépico, ndo ser
influenciada pelo ambiente, e poder ser analisado em qualquer estddio de
desenvolvimento do organismo.

A principio, os marcadores moleculares permitiram a anélise de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricio de DNA (Restriction
Fragments Lenght Polimorphism - RFLP) (GRODZICKER et al., 1974;
FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo FERREIRA &
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GRATTAPAGLIA (1998), o RFLP constituiu uma das técnicas de marcadores
moleculares mais utilizadas em genética e melhoramento de plantas. Tendo
como caracteristica bdsica a comparagiio de fragmentos de DNA baseada na
homologia de seqgiiéncia. Este método consiste, resumidamente, em se cortar o
DNA em sitios especificos utilizando para isto enzimas de restrigdo, sio
produzidos desta forma milhares de fragmentos sendo alguns destes
identificados por sondas complementares. Apesar da confiabilidade do método e
de sua ampla utilizagdio, o marcador RFLP apresenta desvantagens como o
requerimento de grandes quantidades de DNA e principalmente de ser uma
técnica trabalhosa que demanda muito tempo para anélise, FERREIRA &
GRATTAPAGLIA (1998).

Com o desenvolvimento de marcadores baseados em PCR (Polimerase
Chain Reaction), o que se deu no final da década de 80 devido aos esforgos de
Kary Mullis (MULLIS & FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988), a biologia
molecular sofreu grandes avangos. A técnica de PCR consiste na amplificag@o,
in vitro, de fragmentos de DNA usando oligonucleotideos iniciadores ou primers
de seqiiéncia conhecida e complementares as extremidades do segmento a ser
amplificado, direcionando a sintese de DNA alvo em ciclos repetidos. A reagdo
de PCR ¢ realizada em um termociclador, que fornece as temperaturas e
respectivos tempos adequados para os processos de desnaturagdo da molécula de
DNA, separagdo das fitas complementares, anelamento dos primers, e a
extensdo do DNA, o que ocorre a cada ciclo de replicagdo. Estes ciclos sdo
repetidos de 25 a 40 vezes, o que permite a iniciagdo do processo com

quantidades minimas de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

2.3.1 Marcadores RAPD
A técnica de RAPD, baseada em amplificagdo de fragmentos de DNA

por PCR, foi inicialmente descrita de forma independente por dois grupos de
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pesquisadores (WILLIAMS er al., 1990 ¢ WELSH & MC CLELLAND, 1990)
recebendo denominagoes diferentes: RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA), e APPCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), (MUHLEN,
MARTINS & ANDQO, 2000).

As versdes sio diferentes nos detalhes tédnicos mas iguais nos seus
fundamentos. A téenica ¢ bastante simples e leva pouco tempo para ser
realizada. Consiste na utilizagiio de iniciadores de sintese inespecificos em uma
reagio de PCR, para que ao acaso dentro de cada genoma uma ou mais
seqiiéncias desconhecidas e completamente aleatérias sejam amplificadas
(JEZOVSEK, 1995). Os fragmentos amplificados sdo separados, segundo o seu
tamanho e carga, por meio de eletroforese em meio semi-sélido (normalmente
gel de agarose) e visualizados apés o gel ter sido corado, na maior parte das
vezes com brometo de etideo, com auxilio de luz ultravioleta.

Os primers utilizados possuem composigio arbitriria, e podem ter
homologia total ou parcial com uma ou mais regides no genoma. O seu
pareamento com o DNA molde direciona a a¢io da DNA polimerase para o
trecho contiguo a regido de homologia. A grande maioria dos primers usada € de
10 nucleotideos e os que tem produzido polimorfismo em plantas, possuem de
50 a 80% de guanina mais citosina (RAMALHO, SANTOS & PINTO, 2001).

Uma das vantagens da técnica de RAPD, € o fato de nao ser necessdrio o
conhecimento prévio da seqiiéncia a ser estudada. Os marcadores RAPD sao
fundamentados na variagio natural existente na seqiiéncia do DNA, e tem sido
bastante utilizado no estudo de diversidade genética (CASTELLEN, 2000).

Os marcadores RAPD se comportam como marcadores genéticos
dominantes. O conceito de dominancia neste caso refere-se apenas a forma de
interpretagao do gel analisado. Enquanto um gendtipo homozigoto (aa) ¢
identificado pela auséncia de banda, os genétipos homozigoto dominante (AA) e

o heterozigoto (Aa) sao identificados pela presenca de bandas, nao sendo



possivel distinguir um do outro. Isto porque, um individuo dipléide homozigoto
para aquele loco RAPD possui dois “alelos” RAPD idénticos (AA) a partir dos
quais a amplificagido ocorre. J4 o individuo com este mesmo loco RAPD em
heterozigose (Aa) possui um “alelo” (A) que é amplificado resultando também
na presenga de banda (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Um ponto importante nesta classe de marcadores € a alteragio dos
resultados em fungdo das condigdes do PCR. WILLIAMS er al (1990)
realizaram um estudo detalhado a respeito dos fatores que ocasionam estas
alteragoes. Dentre estes fatores destacam-se a concentragio de MgCl, de DNA
molde e de nucleotideos na solugdo; temperatura de anelamento; tipo de
termociclador; composigio e comprimento dos primers (MUHLEN, MARTINS
& ANDO, 2000). A observagio de certos limites para estes fatores pode auxiliar

na uniformizagz“xd de condigdes que contribuam para repetibilidade dos dados.

2.3.2 Avaliacgio da diversidade genética por meio de marcadores RAPD
Uma das maiores dificuldades para conserva¢do e manejo racional das
espécies vegelais tropicais, € a caréncia de informagdo sobre os niveis e a
organizagdo da variabilidade genética em populagdes naturais e bancos de
germoplasma, j4 que a estrutura genética de uma populagdo determina sua
capacidade de resposta 2 selegdo tanto natural como artificial (BAWA &
ASHTON, 1991). Desta forma, a caracterizagao da variabilidade genética € uma
dos primeiros passos para que se possa organizar um programa de cohservagﬁo
ou melhoramento de qualquer espécie vegetal (NEGI, SINGH &
LAKSHMIKUMARAN, 2000).
A avaliagio da diversidade genética por marcadores moleculares
apresenta algumas vantagens sobre os outros métodos, pois, além de
identificarem grande polimorfismo, ndo apresentam interagao entre caracteres,

podendo ainda, ser avaliados em qualquer estigio de desenvolvimento
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(WILLIAMS er al., 1990). Dentre os diferentes tipos de marcadores
moleculares, o marcador RAPD que utiliza um primer de seqiiéncia arbitrdria
para amplificar simultaneamente fragmentos de DNA de diferentes tamanhos,
apresenta caracteristicas que o tornaram muito utilizado na investigagio de
diversidade genética (MOREIRA, 1999). Dentre estas caracteristicas estdo
simplicidade, acessibilidade, baixo custo e a ampla disponibilidade de primes.

XAVIER (2001), mostrou em seu estudo de avaliagio da divergéncia
genética em clones de eucalipto que os marcadores RAPD foram eficientes,
detectando 85,6 % de polimorfismo e permitindo o agrupamento dos clones
com diferentes niveis de divergéncia em cinco grupos diferentes.
HOSOKAWA et al (2000), mostraram a eficiéncia dos marcadores RAPD na
distingdo de trés espécies medicinais dentro do género Swrellaria. O
dendograma apresentado mostrou de 61 a 77 % de similaridade entre as
espécies .

Segundo CASTELLEN (2000), quando o objetivo do estudo € avaliar a
diferenciagdio entre acessos, populagdes e subespécies a utilizagdo de
isoenzimas ou RAPD gera resultados bem préximos. Isso foi verificado no
estudo de HEUN er al (1994), que analisaram a diferenciagiio de acessos de
Avena sterelise obtiveram resultados similares entre isoenzimas ¢ RAPD. O
mesmo ocorreu para a espécie Allium sativum no trabalho realizado por
MAAB & KLASS (1995).

O que se tem notado, € que ultimamente vérios estudos para detecgao de
variabilidade genética tém sido realizados através de metodologias variadas
como as isoenzimas, o RFLP e o RAPD. Em geral, o resultado das analises por
isoenzimas € RFLP tem mostrado alta repetibilidade, mas, em contrapartida,
tem revelado baixos niveis de polimorfismo. J4 para o método RAPD, ocorre o
contrdrio: alto nivel de polimorfismo e baixa repetibilidade dos resultados
(HOSOKAWA et al., 2000). A técnica de RAPD, no entanto, apresenta uma
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série de vantagens em relagio aos demais métodos que tornam o seu uso
bastante vidvel. Dentre estas vantagens estdo a rapidez, baixo custo e o
requerimento de pouco material vegetal.O marcador RAPD tem sido utilizado

para diversos géneros e espécies possuidoras de propriedades medicinais.

2.3.3 Cocficientes de similaridade usados em estudos com marcadores
RAPD

A visualizagdo dos relacionamentos entre dois individuos € possibilitada
por vérias técnicas de analise multivariada, que tem o coeficiente de
similaridade/ dissimilaridade como ponto de partida (DUARTE, 1998). E
grande o nimero de coeficientes de similaridade que tem sido propostos
(KRZANOWISKI, 1988).

Os coeficientes de similaridade mais simples sao aqueles relacionados a
varidveis dicotdmicas, onde cada varidvel possui apenas dois valores.
Marcadores do tipo RAPD sao bindrios, estando incluidos nesta categoria de
varidvel. Para estes marcadores, as quatro possiveis observagdes de
comparagdo entre dois genétipos sao classificadas baseadas na presenga (1) ou

auséncia (0) de um marcador para cada genétipo conforme a tabela 1.

TABELA 1I: Presenga (1) e/ou auséncia (0) de bandas em cada par (ij) de
linhagens.UFLA, Lavras, 2002.

Linhagem j Linhagem i
1
1 a
(L1 o,1)
0 c D
(1,0) (0,0
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A partir dos padrdes de coincidéncia ou ndio coincidéncia das varidveis
na comparagio de dois gendtipos, véirios coeficientes de similaridade tem sido
propostos (DUARTE, 1998). Neste trabalho serd utilizado o coeficiente de
Sorensen-Dice, também conhecido por coeficiente de Nei e Li (MUMM &
DUDLEY, 1995). Segundo JACKSON, SOMERS & HARVEY (1989), os
resultados das analises de agrupamento e a ordenagdo podem ser influenciados
de acordo com o coeficiente que é empregado. Considerando isto, DUARTE
(1998) estudou oito coeficientes de similaridade, nas subseqiientes andlises de
agrupamento e ordenagio de 27 cultivares de feijio analisados por marcadores
RAPD, e concluiu que dentre os coeficientes estudados o de Sorensen-Dice, ou
coeficiente de Dice, é o mais adequado para o estudo de divergéncia genética

utilizando marcadores RAPD.

2.3.4 Andlise de agrupamentos

Para se ter informagdes relativas a cada par de tratamentos,
considerando n  individuos, sdao estimadas n(n-1)/2 medidas de
similaridade/dissimilaridade. Quando n é um nimero elevado torna-se muito
dificil o reconhecimento de grupos homogéneos pelo simples exame visual das
estimativas.

A anilise de agrupamento tem como objetivo propor uma estrutura
classificatéria a partir de métodos aglomerativos, permitindo assim separar um
grupo original de observagdes em virios subgrupos de forma que haja
homogeneidade dentro e heterogeneidade entre grupos (CRUZ, 1990).

Duas etapas sdo envolvidas no processo de agrupamento. De acordo
com CRUZ (1990), sdo as etapas de estimativa de uma medida de
dissimilaridade entre individuos a serem agrupados; e a adogdo de uma técnica

de agrupamento visando a formagao de grupos.
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Os métodos hierdrquicos sdo divididos em aglomerativos, procedentes
de uma série de sucessivas fusdes, e os divisiveis, procedentes de sucessivas
divisdes. Os processos aglomerativos dividem-se em dois métodos principais: O
de otimizagdio e o hierdrquico. Para o método de otimizagiio sdo formados
subgrupos ndo vazios e mutuamente exclusivos entre si, sendo o proposto por
Tocher o mais utilizado (RAQO, 1952; DUARTE, 1998). Para o método
hierdrquico a estrutura classificatéria formada, € representada através de um
gréifico em forma de drvore denominado dendograma, que simplifica bastante os
processos de classificagdo, comparagiio e discussdo de agrupamentos biol6gicos
(REGAZZI, 1998). |

As delimitagoes dos grupos podem ser definidas por meio de exame
visual do dendograma. Estabelecendo-se cortes em certos pontos do
dendograma, definem-se os grupos e os seus respectivos nimeros de individuos.
Isto constitui uma das dificuldades de utilizagio do método hierdrquico devido a
arbitrariedade na escolha destes pontos de corte, que segundo CRUZ (1990),
devem evidenciar pontos de alta mudanga de nivel.

Segundo DIAS (1998), em estudos de divergéncia com marcadores
moleculares, um dos métodos mais utilizados na construgio de dendogramas € o
da média aritmética entre pares ndo ponderados, comumente referido como
UPGMA (“Unweighted Pair-Group Means Arithmetics”), que foi o mais efetivo
na representagio de relacionamentos genéticos (MUMM e DUDLEY, 1994;
DIAS, 1998). Também chamado método do grupo médio (“Group average
method”) ou método da ligagio média (“Average linkage method’) este € o tipo
de agrupamento no qual a distdncia entre dois "clusters* € a média da distancia
entre os pares possiveis de individuos, um de um grupo e um de outro (KOTZ &
JONHSON, 1985).

Existem diversos trabalhos na literatura que utilizaram métodos de

agrupamento com a finalidade de estudar a divergéncia genética por meio de
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marcadores bindrios. Como LASHERMES et al. (1996) com café; IRWIN ¢t al.
(1998) com Colocasia scutenta; NEGI, SINGH & LAKSHMIKUMARAM
(2000) com a espécie medicinal Withania somnifera; BESSE et al. (1998) com

cana-de-agiicar. Todos utilizando UPGMA.
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CAPITULO 2

Divergéncia genética entre acessos de ipeca, Psychotria ipecacuanha

(Brot.) Stokes., baseada em marcadores RAPD

1 RESUMO

Lima, Patricia Schober Gongalves. Divergéncia genética entre acessos de
ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes) por meio de marcadores
RAPD. Lavras: UFLA, 2002. 83p. (Dissertagdo — mestrado em Agronomia/
Genética e Melhoramento de plantas).

O objetivo deste trabalho foi analisar a divergéncia genética entre 46
acessos de ipeca provenientes do Banco de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Amazénia Oriental. A andlise de agrupamento das similaridades foi feita
através do método UPGMA gerando um dendograma por meio do programa
NTSYS-pc 2.0, utilizando-se o coeficiente de Nei-Li. A similaridade mixima
observada foi de 99% entre os acessos 695 e 838, e 695 e 595, sendo
considerados geneticamente iguais entre si. E a menor similaridade encontrada
foi de 24% entre os acessos 607 e 690. A anélise do dendograma mostrou que
houve a formagiio de alguns grupos formados por acessos geneticamente
iguais entre si. Desta forma, os acessos 602, 837 e 719; os acessos 696, 808,
839, 695, 595, 838, 707 e 753; e os acessos 814 e 746 podem ser duplicatas.
Ainda assim, a maioria dos acessos mostrou-se geneticamente diferente entre
sf. Foi verificado também através de um teste de correlacao entre as disténcias
geogréificas e distancias genéticas, que a divergéncia genética para os 46
acessos de ipeca ndo estd correlacionada a distribuigdo geogrifica dos
mesmos. Os resultados obtidos forneceram informagdes dteis ao
direcionamento de coleta de germoplasma e definigio de uma estratégia de
conservagao e utilizagdo do mesmo.
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2 ABSTRACT

Lima, Patricia Schober Gongalves. Genetic divergence among ipecac
accesses (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes) by RAPD markers.
Lavras: UFLA, 83p. (Dissertation — Plant Genetic and Breeding).

The purpose of this research was analyse the genetic divergence among
46 accesses of ipecac originating from ipecac germplasm bank of Embrapa-
Amazonia Oriental. The clustering analyses of similarities were made by
UPGMA method producing a dendogram by NTSYS-pc 2.0 program, using
Nei — Li coefficient. The greatest similarity observed was 99% between 695
and 838, and 695 and 595 accesses, they are considered genetically equal
amongst themselves. And the smaller one was 24% between 607 and 690
accesses. The dendogram analyses showed that occurred some clusters
formation, indicating that the accesses 602, 837 and 719; the accesses 696,
808, 839, 695, 595, 838, 707 and 753; and the accesses 814 and 746 are equal
amongst themselves, may be duplicates. In spite of this, the majority of the
accesses are genetically different. It was checked through a correlation test
between genetic and geographic distances, that the genetic divergence of 46
accesses is not correlated with the geographic distances of them. The obtained
results gave useful informations to define a conservation strategy and
germoplasm use.

3 INTRODUCAO

A ipeca, origindria do Brasil, tem distribuicdao disjunta nas florestas
tropicais dos paises da América Central ¢ América do Sul. Por se tratar de uma
planta que s6 prospera sob determinadas condicdes ecolégicas, tipicamente
tropicais, € extremamente dificil cultiva-la fora de seu habitat natural (WILSON,
1930).

Ainda assim, trata-se de uma espécie passivel de se adequar a um

sistema de cultivo economicamente vidvel, a exemplo do que ocorreu na India.



No entanto. o intenso extrativismo das populagoes naturais, aliado a redugio de
suas dreas de ocorréncia natural, torna iminente a realizacdo de trabalhos que
quantifiquem e analisem os niveis de variabilidade e estrutura genética de
populagoes de espécies que, como no caso da ipeca, apresentem potencialidade
economica, mas ainda nio tém definido um sistema de cultivo economicamente
vidvel.

Os marcadores de DNA como o RAPD, pela sua simplicidade e
capacidade de identificar polimorfismo genético, destacam-se como uma
ferramenta importante para amostrar a diversidade genética de populagoes
naturais ou cultivadas para fins de conservacio (TINGEY, RAFALSKI e
WILLIAMS, 1992: GRATTAPAGLIA et al., 1992). Desta forma, este trabalho
busca estimar a diversidade genética de 46 acessos de ipeca provenientes do
banco de germoplasma da Embrapa-Amazonia Oriental-CPATU através da

técnica de RAPD, a fim de auxiliar a sua conservagio e cultivo sustentado.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacao do experimento

Todo o trabalho experimental foi realizado no Laboratério de
Genética Molecular do departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras (UFLA).

4.2 Material genético

Foram utilizados neste trabalho 46 acessos de ipeca provenientes
do banco de germoplasma da espécie localizado na unidade Embrapa-
Amazonia Oriental/CPATU. A identificacio dos acessos, assim como seu

local de coleta, pode ser observado na tabela 3.
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TABELA 3. ldentificagiio ¢ local de coleta dos acessos de ipeca (Psvchotria

ipecacuanha (Brot.) Stokes).LAVRAS, UFLA, 2002.

Local de coleta || U.F. Acessos

Barra dos Bugres MT [602,719, 690, 695.

Mirassol MT {595.

Tangara da Serra MT [|700, 701, 702.

Pontes e Lacerda MT 1707,708.

V.B.S. Trindade * |MT }712,714.

Costa Marques MT [612, 826, 827, 828, 829, 833, 834, 835, 836, 837,
838,839.

Rolim de Moura RO [776, 801, 802, 803, 807, 808, 810, 811, 814, 815.

Salto do Céu MT |I571, 694.

Novo Horizonte RO }845.

Rio Branco MT }760.

Cacoal RO }816,819.

Cerejeiras RO | 845.

Linhares ES }760

Porcitincula RJ 745, 746.

Caratinga MG |751, 753.

* Vila Bela da Santissima trindade

Em fungio da dificuldade de obtengio de folhas jovens dos acessos, foram

utilizadas como fonte de exiragio de DNA, raizes primérias coletadas

diretamente das plantas do banco de germoplasma. Assim que foram retiradas
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as raizes foram identificadas pelo nimero do acesso a que pertenciam e
acondicionadas em sacos plasticos. Estes sacos plasticos foram acondicionados
em caixa de isopor para o transporte de Belém até Lavras, seguido de
acondicionamento em freezer — 80°C por um periodo de um més e apés foi feita

a extragio de DNA.

4.3 Extracao de DNA

A extracio do DNA foi feita por meio do procedimento de
macroextragiio com poucas modificagoes, isto €: foram utilizados cerca de dois
gramas de raizes primdrias, que foram lavadas em solugio de PVP
(polivinilpirrolidona) a 10% e, em seguida maceradas em 1000 pl de tampao de
extragido com CTAB a 65°C juntamente com 200p] de B-mercaptoetanol em um
almofariz. O tampio de extragdo contém 2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pH
8,0, 20mM de EDTA (pH 8,0), 14 M de NaCl ¢ 1% de PVP
(polivinilpirrolidona). O material macerado foi colocado em tubos eppendorf de
1,5 ml ocupando um volume de aproximadamente um tergo do tubo. Adicionou-
se de 600 pL a 800 pL de CTAB a 65°C por eppendorf, deixando-os em banho-
maria a 65°C por 60 minutos € mexendo-os a cada 5-10 minutos. Apds retirar os
tubos do banho-maria, adicionou-se a cada um deles 500mL de cloroférmio-
ilcool-isoamilico (CAI-24:1). Os eppendorfs foram agitados levemente durante
5-10 minutos, sendo em seguida centrifugados por 12 minutos a 12400rpm.O
sobrenadante foi entdo coletado e colocado em novos tubos eppendorfs. Aos
quais foi adicionado etanol absoluto gelado, até o enchimento completo do
eppendorf. Homogeneizou-se lentamente. Os eppendorfs foram novamente
centrifugados por 12 minutos a 12400rpm, descartando-se em seguida o etanol.
Foram feitas lavagens rdpidas com 300mL de etanol gelado: primeiramente a

75%, em seguida a 90% e, por tiltimo, com etanol a 100%. Os eppendorfs foram
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colocados para secar invertidos sobre papel toalha; tomou-se o cuidado de ndo
deixar que 0 DNA secasse demais. O DNA foi entdo ressuspendido em 100mL
de TE, sendo deixado durante a noite fora da geladeira. Apds este periodo, foi
guardado em geladeira. Adicionou-se 1mL de RNAse (1mg/ml), deixando-o em
seguida por 30 minutos em estufa a 37°C ou 2 horas a temperatura ambiente.
ApGs este processo o material foi quantificado, usando-se o fluorimetro Hoeffer

Scientific TKO100 e diluido para a concentragiio de 10 ng/ul.

4.4 Reacao RAPD

A reacio de RAPD foi preparada em volume de 10 pl, de acordo com o
procedimento utilizado por NIENHUIS et al. (1995) com modificagdes. Cada
mistura de reag@o continha: 20 ng de DNA gendmico, 100 pM de cada um dos
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 uM de um
oligonucleotideo iniciador (primer), 1,2 unidades da enzima Tag DNA
polimerase, 50 mM de TRIS (pH 8,3), 20 mM de KCI, 2 mM de MgCl,, 5 pg.
ul”' de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10 mM de tartrazine e dgua pura, totalizando
10 pl.

As reacdes foram realizadas em tubos capilares de vidro, em um
termociclador refrigerado a ar (ldaho Technology, ldaho Falls, ldaho). O
termociclador foi programado para 40 ciclos, seguindo as seguintes condigdes:
nos dois primeiros ciclos, 60 segundos para a desnaturagdo, a 91°C, 7 segundos
para anelamento do primer a 42°C e 70 segundos para elongagdo a 72°C. Os 38
ciclos seguintes diferiram dos dois primeiros, apenas em relagio ao tempo de
desnaturagio, que passou para 1 segundo.

Apés a amplificagio, os produtos da reagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose, a 1,2% em 1ampido TBE (0,45 M Tris-Borato e

0.01 M EDTA), a 70 volts, durante 4 horas, corados com brometo de etidio a
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uma concentragiio de 0,5 pg/ml, visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta Fotodyne e fotografados com cimara digital.

Foram utilizados 28 primers decanucleotideos adquiridos junto a Operon
Technologies (Califérnia, EUA). As bandas polimérficas foram classificadas
como fracas, médias ou intensas, baseando-se na resolucio e grau de
amplificagdio por meio de avaliagio visual. Apenas as bandas consideradas

médias ou intensas foram incluidas na analise.

4.5 Anilise dos dados moleculares e obtencédo das similaridades genéticas
Durante a avalia¢do dos géis, cada banda polimérfica foi tratada como
um cardlter unico. Foi elaborada uma matriz de 0 e 1, a partir da codificagdo da
presenga (1) e auséncia (0) de 102 bandas polimérficas, presentes nos 46
acessos. A estimativa da similaridade genética (Sg;), entre cada par de acessos,
foi efetuada pelo coeficiente de Nei e Li, por meio da seguinte expressdo

(ROHLF, 1992):

2a

5G;= 2a+b+c

Sendo os significados de a, b e c apresentados na Tabela 1.
As andlises de similaridade genética foram realizadas por meio do
programa NTSYS-PC 2.0 (ROHLF, 1992).
Os erros associados a cada similaridade foram estimados de acordo com
a seguinte expressdo modificada de SKROCH, TIVANG E NIENHUIS (1992):
1-SGij
(1-n)

Em que n ¢ o niimero total das combinagdes a, b € ¢ cada par de acessos.

Erro padrio estimado: (SSG) = \/SGin
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A andlise de agrupamento das similaridades foi feita através do método
da média das similaridades (UPGMA), gerando um dendrograma, por meio do
programa NTSYS-PC 2.0 (ROHLF, 1992).

Os acessos geneticamente diferentes foram identificados no dendograma
a partir da estimativa do valor minimo de similaridade, acima do qual os acessos
sio semelhantes, ou o valor miaximo significativo de similaridade (Sgn). O Sgm
foi estimado por meio do teste de t, no nivel de 1% de probabilidade, utilizando-

se a seguinte expressio.

Sgm=1-(xS 5g)

Onde t € o valor tabelado de 1 com n-2 graus de liberdade e Ssg o erro

médio das comparagdes consideradas no dendograma.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise de RAPD

Para este estudo foram utilizados 29 iniciadores, que geraram pelo
menos uma banda polirn.t:r i de 102 para os 46 acessos de ipeca
estudados (Tabx:'
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TABELA 4. Primers que detectaram polimorfismo para ipeca (Psvchotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes), com suas respectivas seqiiéncia de bases e niimero

de bandas polimérficas. LAVRAS, UFLA, 2002,

Primer Bandas polimérficas Primer Bandas polimérficas
OPB-14 2 OPN-04 3
OPC-05 6 OPN-09 5
OPC-08 ] OPN-13 2
OPD-08 4 OPQ-20 4
OPD-11 2 OPU-20 3
OPD-20 ] OPX-12 4
OPE-07 5 OPX-17 2
OPF-16 2 OPW-09 3
OPH-20 2 OPW-10 2
OPI-03 6 OPW-15 5
OPK-15 3 OPY-04 1
OPL-10 4 OPY-05 4
OPL-11 9 OPAC-14 1
OPM-01 5 OPAC-19 11

Total 102

O niimero médio de bandas polimérficas por iniciador foi de 3.4; ndo
foram encontrados na literatura dados a respeito deste niimero para a espécie. No
entanto, em acessos silvestres de Coffea arabica, espécie pertencente a mesma
familia que a ipeca, foram selecionados 12 primers polimérficos que geraram de
| a 15 bandas polimérficas (LASHERMES et al., 1999). Dentre os 29 primers
selecionados para a ipeca, o nimero de bandas polimérficas por primer variou

de ] até 11.
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Quanto ao mimero de bandas necessirias para avaliagiio de divergéncia
genética, as 102 encontradas situam-se dentro do mimero recomendado por
virios autores para diversas espécies. MOREIRA (1999) utilizou em seu estudo
de variabilidade genética de um banco de germoplasma de aroeira
(Myracroduron urundeuva- Anacardiaceae) por meio de marcadores RAPD, 83
bandas polimérficas. Para diferenciagiio de trés espécies do género Scutellaria,
92 bandas polimérficas de RAPD foram suficientes (HOSOKAWA et al., 1999).
E para andlise da variabilidade genética de etnovariedades de mandioca por
meio de diferentes marcadores de DNA, foram utilizadas 87 bandas por meio de
RAPD (MUHLEN, MARTINS E ANDO, 2000).

5.2 Avaliacao da similaridade genética

Com base nas 102 bandas polimérficas obtidas, foi construida uma
matriz de similaridades genéticas por meio do coeficiente de similaridade de Nei
e Li. Para avaliar a diversidade genética entre os 46 acessos de ipeca, foram
levadas em consideragdo as regides geogréificas de coleta dos acessos. Assim,
foram evidenciadas trés regides principais, sendo que a primeira incluiu todos os
acessos provenientes do estado de Rondonia; a segunda incluiu os acessos
provenientes do estado do Mato Grosso; e a terceira regido, os acessos
provenientes da regiio Sudeste do Brasil, incluindo os estados do Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais. O nimero de acessos coletados por
regido € de 20 para o estado de Rondénia, 2] para o estado do Mato Grosso, e
apenas 5 para lodos os estados da regiio Sudeste. Pelo fato do mimero de
acessos coletados na regidio Sudeste ser muito pequeno, pode-se concluir que a
amostra analisada ndo representa bem a regiio que apresenta extensdo
geogrifica igual ou maior que as outras duas regides de coleta.

Para uma melhor visualizagio da divergéncia genélica entre as plantas,

foi construido um dendograma apresentado na figura 4.
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FIGURA 4. Dendograma das distancias genéticas entre os acessos de
ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes), obtido pelo método
UPGMA.LAVRAS, UFLA, 2002.

A linha de corte representa o valor miximo significativo de similaridade (sg.,),
acima do qual os acessos sdo considerados semelhantes. Os resultados de
similaridade sugerem que os acessos 602, 837 e 719 sdo geneticamente iguais,
assim como os acessos 834, 808, 839, 695, 595, 838, 707 e 753, e os acessos 814

e 746, podendo ser duplicatas. Ainda assim, quase a totalidade dos acessos €
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geneticamente diferente entre si. Entretanto, deve-se considerar que o parentesco
avaliado pelo RAPD inclui regides gendmicas que niio codificam.

A similaridade genética média foi de 62,33 %. A partir das similaridades
genéticas obtidas, foram construidas duas tabelas contendo os 10 pares de
acessos mais similares, e os 10 pares de acessos menos similares, sendo também
evidenciadas nas tabelas, as regides de origem destes acessos. A tabela 5 mostra
o conjunto dos acessos mais similares entre si, enquanto que a tabela 6 mostra o
conjunto dos acessos mais distantes.

De acordo com a tabela 5, a menor similaridade genética obtida foi de

24% estando entre os acessos 395 e 690, ambos do Estado do Mato Grosso.

TABELA 5. Similaridade genética dos 10 pares de acessos das plantas de ipeca
(Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes) menos similares. LAVRAS, UFLA,
2002.

Acessos Localizagao Similar.
595/690 Mirassol (MT) /Barra dos Bugres (MT) 0,24
701/807 Tangaré da Serra (MT) /Rolim de Moura (RO) 0,27
602/708 Barra dos Bugres (MT) / Pontes e Lacerda (MT) 0,28
819/807 Cacoal (RO)/ Rolim de Moura (RO) 0,29
701/708 | Tangar4 da Serra (MT)/ Pontes e Lacerda (MT) 0,29
819/700 Cacoal (RO)/ Tangaré da Serra (MT) 0,30
829/690 Costa Marques (RO) / Barra dos Bugres (MT) 0,31
829/807 Costa Marques (RO) / Rolim de Moura (RO) 0,31
819/708 Cacoal (RO)/ Pontes e Lacerda(MT) 0,33
602/700 | Barra dos Bugres (MT) / Tangaré da Serra (MT) 0,33
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Observa-se também que, entre os 10 pares de acessos mais distantes, nenhum
dos acessos se encontra na regiio Sudeste.

A tabela 6 mostra que a maior similaridade obtida foi de 99%, quando se
comparam os acessos 695 e 838 coletados nos Estados de Mato Grosso e
Ronddnia respectivamente. E entre os acessos 695 e 595 ambos coletados no
estado do Mato Grosso. Observa-se também que o acesso 753, coletado no
Estado de Minas Gerais da regido sudeste € bastante préximo a acessos
provenientes do estado de Mato Grosso (595 e 693), ¢ Ronddnia (838). No
entanto, quando foi considerada a distdncia entre os acessos 753 e 751, os dois

coletados no municipio de Caratinga, MG, esta € bem maior (55%).

TABELA 6. Similaridade genética dos 10 pares de acessos das plantas de ipeca
(Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes) mais similares. LAVRAS, UFLA,
2002.

Acessos Localizacio Similar.
695/838 Barra dos Bugres (MT) / Costa Marques (RO) 0,99
695/595 Barra dos Bugres (MT) / Mirassol (MT) 0,99
838/595 Costa Marques (RO) / Mirassol (MT) 0,98
838/707 Costa Marques (RQO) / Pontes e Lacerda(MT) 0,98
838/753 Costa Marques (RO) / Caratinga (MG) 0,98
595/753 Mirassol (MT) / Caratinga (MG) 0,98
595/707 Mirassol (MT) / Pontes e Lacerda(MT) 0,98
695/707 Barra dos Bugres (MT) / Pontes e Lacerda (MT) 0,98
695/753 Barra dos Bugres (MT) / Caratinga (MG) 0,98
839/695 Costa Marques (RO) / Barra dos Bugres (MT) 0,98
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Observando os acessos coletados na regifio Sudeste, pode-se verificar que
quando comparados entre si, muitas vezes apresentam maior distincia genética
do que quando comparados com acessos de regides geogréficas distantes. Eo
caso dos acessos 745 e 746 coletados no municipio de Porcitincula, RJ; entre
eles existe uma similaridade de 65%. No entanto, verifica-se que a similaridade
genética entre os acessos 746, de Porcitincula, com os acessos 801 ou 816,
ambos coletados em Rond6nia, tém uma similaridade genética de 77 e 89%
respectivamente, indicando mator similaridade. O mesmo ocorre com o acesso
745 e demais acessos da regido Sudeste. Levando em consideragio a distancia
geogréifica entre a regiiio Sudeste e os estados de Mato Grosso e Rondénia,
conclui-se que a divergéncia genética para os 46 acessos de ipeca nado estd
correlacionada a distribuigiio geografica dos mesmos.

Considerando-se o teor de emetina presente nas raizes de cada um dos
acessos e relacionando-os com os seus respectivos locais de coleta (tabela 3A,
anexo A), também se pode observar que niio existe nenhuma relagio entre o teor
do principio ativo e a regido de coleta. Assim como, ndo existe correlagdo entre
o teor do principio ativo e a similaridade genética entre os acessos.

Para confirmar esta hipétese, utilizou-se um teste de correlagdo entre as
distincias genéticas e distincias geogréficas. O valor de correlagéo obtido foi de
r = -0, 018, sendo nio significativo, e indicando que ndo existe correlagdo entre
as distincias genéticas e distincias geogrificas. Deve ser destacado que o
intenso processo de devastagido da Mata Atlantica pode dificultar a obtengao de
um nimero de amostras representativo para a regido Sudeste, mostrando que
nesta regido a espécie estd sob maior risco de extin¢do do que as populagdes da
regidio Amazdnica. ASSIS & GIULIETTI (1999) relatam que as populagdes de
ipeca normalmente se encontram em dreas sob grande impacto, seja na Mata
Atlantica, seja no Sul da Amazonia. Destacam que as populagdes localizadas sdo

descontinuas e, geralmente, formadas por poucos individuos. Apesar das vérias
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expedigdes de coleta realizadas, a espécie niio foi mais coletada em Pernambuco,
onde a iltima coleta foi em 1925. No estado de Sio Paulo a iltima coleta € de N.
Santos, em 1940, e no Parand, a iltima coleta foi de P. Dusén, em 1911 (ASSIS
& GIULIETTI,1999).

Segundo CRUZ (1990), as trocas de germoplasma de vérias espécies
entre pesquisadores € instituigdes causam perda de individualidade e ocorréncia
de tipos particulares nas regides em virtude da interferéncia humana. Em fungio
dos resultados obtidos, supde-se que isto pode ter ocorrido para alguns dos
acessos da regido Sudeste, como por exemplo, para o acesso 753, coletado no
municipio de Caratinga (MG).

De acordo com ASSIS e GIULIETT! (1999), que realizaram um estudo
de diferenciagio morfolGgica e anatdmica em populagdes de ipeca distribuidas
pelas regides de Mato Grosso, Ronddnia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Espirito Santo, Parand e Pernambuco, além de vérias regides da América
Central, houve poucas diferengas individuais a nivel morfolégico anatdmico,
mas que estas poucas diferengas nio estdo relacionadas com a distribuigio
geogréfica das populagdes examinadas, confirmando os resultados de RAPD.

Para aroeira, uma andlise de Coordenadas Principais baseada na
similaridade genética estimada com 83 marcadores RAPD moStrou que nio
existem agrupamentos definidos entre individuos por 4rea de coleta
(MOREIRA,1999). Para guaranazeiro, NASCIMENTO et al. (2000) concluiu
que uma pequena divergéncia genética entre os clones estudados pode ter sido
ocasionada pela ndo correlagdo entre a diversidade genética e a diversidade
geogrifica para a espécie, justamente o contririo do que ocorreu para ipeca, € 0
que talvez possa justificar a suposigdo de que alguns clones de ipeca coletados
na regido Sudeste possam estar ali em fungio de introdugdes através da

interferéncia humana.
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6. CONCLUSOES

Os marcadores RAPD foram eficientes na separagiio dos acessos de
ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes), nao evidenciando a formagio de
grupos de acordo com os locais de coleta, e identificadas possiveis duplicatas de

acessos.

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSIS, M.C. GIULIETTI], A. M.; Diferenciagio morfolégica e anatdmica em
populagdes de ‘“ipecacuanha” Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes
(Rubiaceae). Revista Brasileira de Botanica, Sdo Paulo, v.22, n 2, p.205-216,
ago. 1999.

CRUZ, C.D. Aplicacio de algumas técnicas multivariadas no melhoramento
de plantas, Piracicaba: ESALQ/ USP, 1990.188p (Tese de Doutorado).

HOSOKAWA, K.; MINAMIL, M.; KAWAHARA, K., NAKAMURA, I.;
SHIBATA, T. Discrimination among three species of medicinal Scutellaria
plants using RAPD markers. Planta Medica, New York, v.66, n.3, p.270-272,
Apr., 1999,

GRATTAPAGLIA, D.; CHAPARRO, J., WILCOX, P.; MCCORD, S,
WERNER, D.; AMERSON, H.; MCKEAND, S.; BRIDGWATER, F.
WHETTEN, R.; O’MALEY; D.; SEDEROFF, R. Mapping in woody plants
with RAPD markers applications to breeding in forestry and horticulture. In:
Procedings of the Symposium of Applications of RAPD Technology to plant
Breeding. 1992. CSSA/ ASHS/ AGA. P37-40.

LASHERMES, P.; TROUSLOT, P,; ANTHONY, F.; COMBERS, M. C,;
CHARRIER, A. Genetic diversity for RAPD markers between cultivated and
wild accessions of Coffea arabica. Euphytica, Dordrecht, v.87, n.l, p59-64,
1999.

57



MOREIRA, A. M.M. Distribuicio da variabilidade genética em aroeira
(Myracroduon urundeuva- Anacardiaceae) por marcadores RAPD e
polimorfismo de seqiiéncia de cpDNA. Piracicaba: ESALQ/USP, 1999.60p.
(Dissertagao de Mestrado- Ciéncias Florestais).

MUHLEN, G. S; MARTINS, P.S.; ANDO, A.; Variabilidade genética em
etnovariedades de mandioca, avaliada por marcadores de DNA. Scientia
Agricola, Piracicaba, v. 57, n.2, p. 319-328, abr,/ jun.2000.

NASCIMENTO F°, F.J.; ATROCH, A L.; SOUSA, N. R.de; GARCIA, T. B;;
CRAVO, M. S.; COUTINHO, E. F. Divergéncia gen’tica entre clones de
guaranazeiro. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Brasilia, v.36, n.3, p. 501-
506, mar., 2000.

NIENHUIS, J.; TIVANG, J.; SCKROCH, P.; SANTOS, J. B. dos.
Genetic relationships among cultivars and lines of lima beans ( Phaseolus
lunatos L.) as measured by RAPD markers. Journal of the American
Society for Horticultural Science, Alexandria, v.120, n.2, p. 300-306,
Mar., 1995.

ROHLYF, F.J. Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis Sistem. New
York, 1992. 470p.

TINGEY, S. V.; RAFALSK]I, J.A; WILLIAMS, J.G.K; Genetic analysis with
RAPD markers. In: APPLICATIONS OF RAPD TECHNOLOGY TO PLANT
BREEDING, Minneapolis, 1992. Proceedings... Minneapolis: Crop Science
Society of America, 1992, p.3-8.

WILSON, J.R.S. A ipecacuanha — seus caracteres botanicos. La Hacienda,
Kissimmee, v.25, n.1, p.25, Jan., 1930.

58



CAPITULO 3

Estabelecimento da concentragio de Nitrogénio total no meio de
cultura para micropropagaciio de ipeca, Psychotria ipecacuanha (Brot.)

Stokes.

1 RESUMO

LIMA, Patricia Schober Gongalves. Estabelecimento da concentracio de
Nitrogénio total no meio de cultura para micropropagacio de ipeca,
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes. Lavras: UFLA, 2002. 83p.
(Dissertagdo — mestrado em Agronomia/ Genética e Melhoramento de
plantas).

A ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes.) € reconhecida
mundialmente como planta medicinal. Sdo produzidas em suas raizes a emetina
e a cefalina, dois alcalides de grande valor farmacolégico. Sendo nativa da
Mata Atlintica e estando ameagada por ter sofrido intenso extrativismo e ter
suas dreas de ocorréncia natural reduzidas no presente, a ipeca € uma espécie
passivel de se adequar a um sistema de cultivo economicamente vidvel. A
tecnologia do cultivo in vitro constitui uma alternativa promissora para o
suprimento constante e homogéneo de material vegetal. Visando o
estabelecimento adequado da concentragdo de nitrogénio total em meio de
cultura para o cultivo in vitro de ipeca, foram testadas 6 variagGes (0; 7.5; 15;
30; 45 e 60mM) da concentragiio de nitrogénio total da solugio original do meio
MS suplementado ou nidio com 2 mg/L de BAP. Verificou-se que a aplicagdo de
60mM de nitrogénio na presenca de 2mg/L. de BAP possui um efeito positivo na
produgdo de matéria seca e na formagiio de um maior niimero de brotagdes por
explante.
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2 ABSTRACT

LIMA, Patricia Schober Gongalves. Establishment of total nitrogen
concentration on basic medium for micropropagation of ipecac,
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes. Lavras: UFLA, 83p. (Dissertation —
Plant Genetic and Breeding).

The ipecac is a recognized medicinal plant. In their roots are produced
the emetin and cephaelin, two important alkaloids of pharmacological value for
amoeba a dysentery treatments. This is a native endangered specie of Mata
Atlantica Forest, because their intense extraction and their reduced natural
incident area at the present; the ipecac is a specie subject to a viable economic
cultivation system. The technology of in vitro culture is a promising alternative
to maintain a constant and uniform supply of vegetable material. Looking for the
establishment of an appropriate culture media for ipecac micropropagation, was
tested 6 vanations (0.0; 7.5; 15.0; 30.0; 45.0 and 60.0 mM) of total nitrogen
concentrations of original media MS solution supplemented or not, with 2mg/L
of BAP. It was checked that the 60mM nitrogen doses at the BAP presence had
a positive effect on the mass production and greatest shoot number per explants.

3 INTRODUCAO

O emprego de técnicas adequadas visando o cultivo agrondmico ou
extrativismo sustentado de espécies medicinais poderia colaborar para a redugio
da coleta comercial. A tecnologia do cultivo in vitro constitui uma alternativa
promissora para o suprimento constante e homogéneo de material vegetal.

A propagagio in vitro, também denominada de micropropagagéao, em
fungéio do tamanho dos propégulos utilizados, €, indiscutivelmente, a aplicagdo
mais concreta e de maior impacto da cultura de tecidos para a agricultura
(GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998).

O sucesso de um sistema de micropropagacdo depende do controle de

um grande nimero de varidveis. A capacidade de regeneragdo e crescimento in
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vitro parece estar associada nfio apenas ao gendlipo, mas também a atividade
fisiolégica na planta matriz, sob o controle de diversos fatores endégenos. O
manejo da planta matriz, as caracteristicas do explante utilizado, o procedimento
de subculura adotado, as condiges ambientais ¢ microambientais dentro do
frasco de cultura e o transplantio, sio etapas influenciadas por diversas varidveis
imponderaveis, que fregiientemente restringem a repetigdo dos resultados,
dificultando a determinagio de um protocolo efetivamente comercial de
micropropagacio (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998).

Todos os componentes de um meio de cultura podem afetar a
morfogénese in vitro, \odavia, as atenges t€m se voltado para o nitrogénio e, em
especial, ao nitrogénio reduzido (AMMIRATO, 1985). A suplementagido do
meio quanto as fontes nitrogenadas na maioria das vezes € através de ions NH*,
e NO.; A maioria das plantas prefere NO; a0 NH*, e, em alguns casos, o oposto;
para tanto € necessdrio encontrar o balango certo de NO's: NH*, para um 6timo
crescimento e desenvolvimento in vitro (SATO, 1994),

Um meio minimo sem a adicdo de hormdnios raramente serve de
veiculo para suportar um crescimento de tecidos normais. O tipo € concentragao
dos reguladores de crescimento presentes no meio de cultura, direcionam o
desenvolvimento do explante e determinam o sucesso do cultivo. As citocininas
formam um grupo de reguladores de crescimento muito importante para o
cultivo in vitro. Na fase de estabelecimento de um processo de
micropropagacio, este grupo de reguladores de crescimento ndo s6 € favorivel
como necessdrio para o desenvolvimento do explante. Das citocininas
comercialmente disponiveis, o BAP é a que, em geral, apresenta melhores
resultados. Em vista de todos estes fatores, o presente trabalho procura
estabelecer um meio de cultivo in vitro adequado para a ipeca buscando
principalmente, determinar a melhor dosagem de nitrogénio total para o

desenvolvimento das plintulas in vitro e desta forma, contribuir com uma
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alternativa promissora para o suprimento constante ¢ homogéneo de material

vegetal de qualidade.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizaciio do experimento
Todo o trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras

(UFLA).

4.2 Material vegetal

O material vegetal utilizado constituiu-se de segmentos internodais de
ipeca, com aproximadamente | cm de comprimento, provenientes de plantas
obtidas a partir de cultura de gemas de raiz estabelecidas in vitro no Laboratdrio
de Cultura de Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Para obtengiio das plantas que forneceram os explantes, foram
inoculadas gemas de raizes de ipeca em meio bdsico de MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) acrescido de 2mg.L"' de BAP (6-benzilaminopurina). Ap6s a
emissao das brotagdes, estas foram subcultivadas em meio basico MS acrescido
de 0,5mg.L"! de GA, (4cido giberélico) desprovido de BAP para o alongamento
dos internés. Sendo em seguida, novamente subcultivadas em meio MS
acrescido de 2mg.L"' de BAP para que emitissem novas brotagdes e o niimero de

explantes necessdrio para realizagdo do experimento fosse alcangado.
4.3 Meios de cultive

Para testar a concentragio de nitrogénio total no meio de cultura

suplementado ou nio com 2 mg/L de BAP, variaram-se as concentragdes de
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TABELA 7. Concentragio (mM) de N total com ou sem 2 mg/L. de BAP nos
diferentes tratamentos testados para o cultivo in vitro de ipeca (Psychotria

ipecacuanha (Brot.) Stokes). LAVRAS, UFLA, 2002.

‘I Dosagens de Nitrogénio Total (mM)

0 00 |7 50 15,00 " 30,00 " 45,00 || 60,00
Com BAP ITrat i rrrat 2 |[Trat. 3 ||Tral.4 “Trat.S ||Tral.6
Sem BAP |[Trat. 7 Trat. 8 |Trat.9 "ﬁu 10 ||Tral. T “Trat. 12

nitrogénio total da solugdo original do MS acrescidos ou ndio de 2 mg / L de

BAP. O meio de cultura bisico utilizado foi o de Murashige ¢ Skoog, 1962
(MS), acrescido 6,0 g /L de Agar, com o pH ajustado para 5,81 e autoclavado

por 20 minutos a uma temperatura de 121°C a pressio de 1 atmosfera.

4.4 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com os tratamentos dispostos em um esquema fatorial 2 x 6 onde os
fatores foram BAP e 6 dosagens de nitrogénio. Foram utilizadas 10
repeticdes por tratamento, sendo cada uma das repeti¢des composta por
3 tubos de ensaio.Os dados obtidos referentes ao niimero de brotacGes
por explante € matéria seca foram submetidos a andlise de variancia, e

as médias comparadas pelo teste de Tukey.

4.5 Condigoes de inoculagdo e incubamento
As plantulas foram inoculadas em tubos de ensaio (25 X 150mm)
contendo 30 ml de meio de cultura em cdmaras de fluxo Jaminar sob

condigdes estéreis, e ftransferidas para a sala de crescimento com um
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fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 26 + 1°C, e intensidade luminosa de
1500 lux. Na sala de crescimento os tubos de ensaio contendo os explantes
foram acondicionados em grades, onde foram dispostos de forma inteiramente
casualisada. A cada 15 dias foi verificada a presenga de contaminagéo e necrose
dos explantes em desenvolvimento. A partir dos 45 dias de experimento passou-
se a contar o nimero de brotagdes por explante, sendo realizadas mais 3
avaliagdes aos 60, 75 e 90 dias, respectivamente. Apés um periodo de 90 dias as
plantulas formadas foram retiradas dos tubos de ensaio, juntamente com o seu
explante primério, para serem obtidos os pesos das matérias fresca e seca. Isto
foi feito com auxilio de uma balanga de precisdo. Para ser obtido o peso seco, o

material foi colocado em estufa a 70°C por 48 horas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que a média do peso da biomassa dos tratamentos
acrescidos de 2mg/L de BAP foi significativamente maior do que a média dos
tratamentos que ndo continham BAP, indicando que a aplicag@o desta citocinina
influencia de forma marcante na indugao de brotagio e crescimento da parte

aérea dos explantes (Figura 5).
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Houve interagcao simples significativa entre o fator presenga de BAP e
diferentes doses de nitrogénio total (Tabela IB dos Anexos B). Com relacio ao
efeito das doses de nitrogénio total na formagido de biomassa na presenga de
BAP, observou-se que a aplicagio da dose de 60mM de nitrogénio total
apresentou o peso da biomassa significativamente maior que as demais doses de
nitrogénio total aplicadas. Embora as doses de 45 e 30mM tenha apresentado o
peso da biomassa menor do que quando aplicada a dose de 60mM, elas ainda
resultaram em maior formagio de biomassa do que quando comparadas as doses
de 15; 7,5 ¢ 0 mM de nitrogénio total. As doses de 30 e 45mM néo diferiram
significativamente entre si quanto ao efeito sobre a formagao da biomassa na

presenca de BAP. As doses de 0; 7,5 ¢ 15 mM de nitrogénio total também nao
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diferiram significativamente entre si quanto ao efeito sobre o peso da biomassa,
apresentando as menores médias (Figuras5 e 6).

Na auséncia de BAP, os diferentes niveis de nitrogénio nao afetaram a
formacdo de biomassa. Observando-se a figura 5, verifica-se que a média das
diferentes doses de nitrogénio na auséncia de BAP ndo diferem
significativamente entre si. Este resultado reafirma a necessidade da aplicagio
do BAP no meio de cultivo para ipeca, pois indica que sem a aplicagido do
fitorregulador a capacidade do explante iniciar a formagido de brotagdes ¢
pequena mesmo na presenca de altas concentragdes de nitrogénio.

Na fase de estabelecimento de um processo de micropropagacdo, as
citocininas nio apenas favorecem, como sio necessirias para o crescimento do
explante. A maioria dos explantes in vitro, ao contrdrio do que ocorre com as
giberelinas, ndo sintetiza citocininas suficientes para permitir um crescimento
continuo. Das citocininas comercialmente disponiveis, o BAP € a que em geral,
apresenta melhores resultados. O uso de citocininas estimula o desenvolvimento
e crescimento da parte aérea, mas em altas concentragdes as citocininas podem
ser prejudiciais. Na fase de multiplicagdo pode causar toxidez, caracterizada por
entufamento e falta de alongamento dos brotos formados, encurtamento dos

entrends, engrossamento dos caules e hiperhidratacdo generalizada (TORRES,
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CALDAS & BUSO, 1999). Em excesso, as citocininas podem também inibir o
enraizamento. Segundo KEVERS, COUMANS & COUMANS-GILLES (1984)
as citocininas, assim como os nitrogénios, podem estar relacionadas ao processo
de hiperhidratagdo, principalmente quando usadas em excesso. O fato de ndo
terem ocorrido os sintomas de toxidez apresentados acima entre os brotos
regenerados a partir dos explantes de ipeca, indicam que a dose de BAP foi
adequada para o cultivo in vitro de ipeca.

Quanto aos efeitos da interagdo entre as doses de nitrogénio total e a
presenga ou auséncia de BAP para o peso da biomassa, conforme a Figura 6,
verifica-se que houve um aumento linear ao aplicar-se BAP e elevar-se as
dosagens de nitrogénio total. Mostrando que a melhor dose de nitrogénio total
para obtengdo de biomassa de ipeca é a de 60mM, que corresponde ao meio MS
completo quanto as fontes de nitrogénio, observando a Figura 6, verifica-se
também que na auséncia de BAP ndo ha resposta dos explantes as diferentes
doses de nitrogénio quanto a produgio de biomassa.

SATO (1994), ao cultivar diferentes clones de gérbera de vaso na
presenca ou auséncia de BAP, também na concentracdo de 2 mg/L em meio MS,
verificou que para todos os clones, tanto o peso da matéria fresca, como o peso
da biomassa foram maiores quando se utilizou o fitohorménio.

Para ilustrar melhor, a figura 7 mostra o efeito da interagio entre os
fatores doses de nitrogénio e auséncia ou presenca de BAP sobre o

desenvolvimento de biomassa dos explantes de ipeca.

67



nE@EE @ o

BAP
Ime/l

LS
CoOm ot

FIGURA 7. Efeito das diferentes doses de nitrogénio total sobre explantes
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A partir do 45° dia em meio de cultivo os explantes iniciaram a
brotagdo, sendo entdo, contados a cada 15 dias, o nliimero de brotagdes por
explante para todos os tratamentos. Os explantes também foram avaliados
quanto a ocorréncia de necrose.

Foram feitas desta forma, 4 avaliagdes aos 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento, quando as plantulas obtidas foram retiradas do tubo de ensaio ¢
pesadas para obtencdo da biomassa.

Quanto ao nimero de brotagdes por explante, conforme a tabela 8,
verificou-se que, para todas as doses de nitrogénio total na presenca de BAP, as
médias do numero de brotagdes foram significativamente maiores nas 4
avaliagdes realizadas. Os reguladores de crescimento da classe das citocininas, a
exemplo dos resultados promovidos pela presenga do BAP neste experimento,

atuam efetivamente na promogio direta ou indireta da formagio de brotos.
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TABELA 8.Valores médios do mimero de brotagdes dos explantes aos 45, 60,
75 e 90 dias, na presenga e auséncia de BAP, em fungio das dosagens de

Nitrogénio Total. LAVRAS, UFLA, 2002.

Nimero dc brotacoes por explante
N. Total 45 dias 60 dias 75dias 90dias

(mM)  C/BAP S/IBAP_C/BAP_S/BAP_C/BAP_S/BAP_ C/BAP S/BAP

0 0,19c 0,00a 0,30d 0,00a 043¢ 000a 029p 0,06a

7.5 0,56bc 0,00a 1,20cd 0,03a 2,03bc 0,00a 1,66ab 0,16a

15 0,90ab 007a 1,37bc¢ 0,132 2,i3abc 0,332 1,79ab 0,43a

30 1,46ab 0,192 2,17abc 0,26a 3,76ab 0,50a 2,73a 0,73a

45 2,33a 028a 280ab 036a 4,30ab 0,59a 2932 1,06a

60 2,33a  0,56a 3,20a 056a 443a 0,60a 3,23a 1,63a

x 1,30A 0,18B 1,84A 023B 285A 034B 2,11A 0,68B
'Médias seguidas de letras miniisculas na mesma coluna, representam a

comparagdo para o efeito do desdobramento da interagio entre os fatores doses
de nitrogénio e presenga ou auséncia de BAP sobre o nimero de brotagdes por
explante. As médias seguidas por letras diferentes indicam que as estimativas
diferem entre si quanto a interagiio dos fatores nitrogénio e BAP.(Tukey: p <
0.01).

2 Médias seguidas por letras maidsculas na mesma linha, representam a
comparagio do nimero de brotagSes por explante com a presenga ou auséncia
de BAP.

Entretanto, o efeito das citocininas sobre a cultura de tecidos pode variar
em fungéo de diversos fatores, como a composic¢io dos demais componentes do
meio de cultura, a espécie de planta que estd sendo utilizada, ou a maturidade do
6rgdo da planta que gerou o explante. NANNETTI (1994) comenta que ao
cultivar Heliconia sp in vitro na presenca de diferentes niveis de nitrogénio nao
observou diferenca quanto a formagio de brotos quando se aplicon BAP a uma

concentragdo de 2,5mg/L.
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Quanto a dose de nitrogénio que resuliou na formagio do maior niimero
de brotagdes por explante, verificou-se que na primeira avaliagio aos 43 dias de
cultivo in vitro, as doses de 60 e 45 mM na presenca de BAP ndo diferiram
significativamente entre si, e apresentaram as maiores médias.

Aos 60 dias de cultivo, a dosagem de 60mM na presenca de BAP se
destacou das demais; no entanto, as dosagens de 45 e 30 mM, apesar de
apresentarem o mimero de brotagdes por explante significativamente diferentes,
ainda se mostraram eficientes na promogio de brotagdes na presenga de BAP.

Na auséncia de BAP ndo houve interagiio significativa das dosagens de
nitrogénio dentro do fator auséncia de BAP, para os quatro periodos de
avaliagdo. Desta forma as médias das dosagens de nitrogénio para o nimero de
brotagdes por explante ndo apresentaram diferenga significativa entre si,
mostrando que na auséncia de BAP os explantes nao apresentam resposta
satisfatéria a nenhuma das diferentes doses de nitrogénio.

Aos 75 e 90 dias de cultivo a interagio entre os fatores doses de
nitrogénio e auséncia ou presenga de BAP passou a ser ndo-significativa,
indicando que o efeito das diferentes doses de nitrogénio sobre a promogio da
brotagao passou a ser independente da presenca ou auséncia do BAP. No
entanto, conforme a Tabela 8, a média do mimero de brotagSes por explante nos
tratamentos contendo BAP e as concentragdes de 30; 45 e 60 mM de nitrogénio,
continuaram maiores em relagdo aos tratamentos que nao foram acrescidos de
BAP. Este comportamento deve ter sido ocasionado pelo efeito residual do BAP
em fungio do longo periodo de cultivo in vitro sem que houvesse o subcultivo
dos explantes. Segundo TORRES, CALDAS & BUSO (1999), o efeito das
citocininas ndo se restringe a uma subcultura, pois diversas vezes constata-se um
efeito residval de uma subcultura para outra. Este efeito residual pode ser
problemitico quando afeta o alongamento ou se torna fator limitante para o

enraizamento nos subcultivos posteriores.
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Com relagiio ao tempo de cultivo, a tabela 8 mostra que para os
tratamentos na presenga de BAP, as médias do niimero de brotagdo por explante
para os tratamentos contendo BAP nio diferiram significativamente entre si para
os diferentes periodos de cultivo indicando que a partir dos 45 dias, jd pode ser
realizado o subcultivo.

Para os explantes cultivados na auséncia de BAP, ocorreu o mesmo,
assim as médias do nimero de brotagdo por explante para os tratamentos na
auséncia de BAP nio diferiram significativamente entre si para os diferentes
periodos de cultivo, também indicando que a partir dos 45 dias jd pode ser
realizado o subcultivo.

De acordo com EYMAR et al. (2000), geralmente o pH do meio de
cultura decresce com o passar do tempo, embora as razdes para que isto ocorra
ndo sejam ainda muito claras, especula-se que a desidratagdo do meio ¢ a
precipitagio dos componentes do meio contribuam para isto. A acidificagio
excessiva do meio de cultivo prejudica a absor¢io de nutrientes pelo explante.
Além disto, pode ser observado na Tabela 9, que por volta do perfodo dos 75
dias os explantes para maior parte dos tratamentos atingiu uma alta porcentagem
de necrose, com excecdo dos tratamentos que continham doses de 45 e 60 mM
de nitrogénio total na presenca de BAP, que parece ter se estabilizado a partir
dai. A necrose, resultante da morte dos tecidos, normalmente é acompanhada por
um processo de oxidacdo de compostos fenélicos que se difundem pelo explante
e pelo meio de cultura ao seu redor. Os produtos da oxidagdo sdo téxicos ao
explante, prejudicando o desenvolvimento do mesmo (TORRES, CALDAS &
BUSO, 1999). Os compostos fenélicos liberados pelos tecidos necrosados

também contribuem para acidificagdo do meio em contato com o explante.
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TABELA 9. Porcentagem do niimero de explantes necrosados aos 45, 60, 75 e
90 dias, na presenca e auséncia de BAP, em fungio das dosagens de Nitrogénio
Total. LAVRAS, UFLA, 2002,

o Porcentagem de explantes necrosados (%)
N. Total 45 dias 60 dias 75 dias 90dias
(mM) |[C/BAP S/BAP|C/BAP S/BAP|C/BAP S/BAP|C/BAP S/BAP
0 40 73,3 50 80 56,6 93,3 ] 56,6 93,3
7.5 0 80 6,6 80 26,6 80 26,6 80
15 43,3 56,6 50 56,6 | 53,3 233 50 33,3
30 10 90 33,3 36,6 | 33,3 50 33,3 50
45 0 70 0 73,3 0 73,3 0 83,3
60 0 73,3 0 73,3 0 73.3 0 73,3

Analisando-se os resultados obtidos tanto para as duas varidvel de
resposta estudada, pode-se concluir que o cultivo de segmentos internodais de
ipeca em meio MS acrescido de 2mg/L de BAP, e uma concentragdo de
nitrogénio total de 60mM apresentam melhores resultados quanto a
producido de biomassa e formagdo de multiplas brotagGes. Tanto o
incremento de biomassa, como o processo de crescimento celular estdo
intimamente relacionados a absor¢do e conversdo de nitrogénio em
matéria organica. TADESSE, LOMMEN & STRUIK (2000), ao
estudarem o efeito da agiio de diferentes concentragdes de nitrog€nio em
diferentes cultivares de batata, verificaram que baixas doses de nitrogénio
promoveram um incremento inicial da drea foliar das plantulas formadas,
mas ocasionaram efeitos relativamente negativos no aumento da érea
foliar das plantas durante a aclimatacdo.WITJAKSONO et al. (2000)
concluiram que para abacate uma concentragao de nitrogénio total de 40
mM em meio MS € ideal para promover o desenvolvimento dos

explantes. BESPALHOK, VIEIRA & HASHIMOTO (1992) observaram
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que para explantes de Stevia rebaudiana concentragdes elevadas de
nitrogénio total em meio MS apresentam efeito t6xico, e determinaram
que uma concentracio de 5, 15mM de NH4NO; além de ndo causar
toxidez permitem uma elevada formagao de brotos. No entanto, quando se
considera a atuagio do nitrogénio no cultivo in vitro, deve-se ressaltar que
o nitrogénio difere dos demais macronutrientes pelo fato de apresentar-se
na forma de cétion (amodnio) e anion (nitrito e nitrato). A suplementagéio
do meio quanto as fontes nitrogenadas, na maioria das vezes, € através de
fons NH*; e NO'; A maioria das plantas prefere NO'3 a0 NH; e, em
alguns casos o oposto; para tanto é necessério encontrar o balango certo
de NO3: NH‘} para um 6timo crescimento e desenvolvimento in vitro
(SATO, 1994). Desta forma um estudo detalhado quanto a relagao NO';:
NH*, se faz necessério para o estabelecimento de um meio adequado para

a micropropagacao de ipeca.

6 CONCLUSOES

A aplicagdo de BAP no meio de cultura para o cultivo in vitro de ipeca
€ indispensdvel para o inicio da formagio de brotagSes, assim como para o
crescimento dos brotos formados.

A aplicagio de 60mM de nitrogénio total na presenca de 2mg/L de
BAP possui um efeito positivo na produgio de biomassa e na formagdo de um
maior nimero de brotagdes por explante.

Ainda se faz necessdrio um estudo detalhado quanto 2 relagdo NO';:
NH*, para o estabelecimento de um meio adequado para a micropropagagio de

ipeca.

73



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMMIRATO,P.V. Embryogenesis. In: EVANS, D.A; SHARP, WR;
AMMIRATO,P.V.;YAMADA,(c/eds.).Handbook of plant cell culture. New
York: Mcmillan Publishing, 1985.v.1, p.83-123.

BESPALHOK, J. C. F°; VIEIRA, L. G. E.; HASHIMOTO, J.M. Fatores
influenciando a micropropagagiio in vitro de gemas axilares de Stevia
revbaudiana (Bert.) Bertonil. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal,
Londrina, v.4, n.1, p. 159-161, 1992.

EYMAR, E.; ALEGRE, J.; TORIBIO, M.; LOPEZ-VELA, D. Effect of
activated charcoal and 6-benzyladenine on in vitro nitrogen uptake by
Lagerstroemia indica. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.63,
n.1, p.57-65, 2000.

GRATTAPAGLIA, D; MACHADO, M.A. Micropropagagdo. In: TORRES,
A.C.; CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. eds. Cultura de Tecidos e Transformagoes
Genética de Plantas. Brasilia: Embrapa-SP1/ Embrapa-CNPH, 1998.

KEVERS, C.; COUMANS, M.; COUMANS-GILLES, M.F; GASPAR, T.
Physiological and biochemical events leading to vitrification of plants cultured
in vitro. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 61, n.1, p.69-74, Jan., 1984.

MURASHIGE, T.; SKOQG, F.; A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiology Plantarum,
Copenhagen, v.15, n.3, p. 473-497, 1962.

NANNETTI, D.C.; Ultilizacio da cultura de tecidos vegetais na
micropropagacio e manutencio de Heliconia sp. Lavras: ESAL, 1994.
106p.:11 (Dissertagdo de Mestrado).

SATO, A. Y. Propagaciio de gérbera de vaso através da cultura de tecidos.
Lavras: ESAL, 1994. 95p.(Dissertagao de Mestrado).

TADESSE , M.; LOMMEN; STRUIK, PC Effects of in vitro treatments on leaf
area growth of potato transplants during acclimatization. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, Dordrecht, v.61, n.1, p.59-67, 2000.

74



TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A; Cultura de tecidos e
transformaciio genética de plantas. Brasilia: Embrapa — SP1 / Embrapa —
CNPH. 2v. (864p.); il. 1999.

WITJAKSONO, B., A. S.; ANGEL, M. C,; RICHARD, E. L.; PAMELA, A,, M.
avocado shoot culture, plantlet development and net CO, assimilation in an
ambient and CO, enhanced environment. In Vitro Cellular Developmental
Biology-Plant, Largo, v.35, n.2, p.238-244, may-june. 2000.



ANEXOS

ANEXO A

Pag
TABELAIA. Matriz de distincias genéticas (abaixo da diagonal) e erro
estimado (acima da diagonal) entre os acessos de ipeca (Psychotria

ipecacuanha (Brot.) Stokes)analisados dois a dois. LAVRAS, UFLA,

TABELA 2A. Matriz de O e 1 obtida pelo padrio de bandas dos 48
acessos de ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes). LAVRAS,
UFLA,
2002....cueceerecerriaesrersirestesesesssisersssssetsaereessasessssesassstestsaostsssssssersanssasassesnsrasess 79

TABELA 3A. Teor de emetina, identificacio e local de coleta dos acessos
de ipeca (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes).LAVRAS, UFLA,
2002..ccccmiiericcrriiesennrensrsaesesiasaersse s sssseas st sassre s s e s sh s bbb e s sr s aa e b n s b e SR e e s 81

ANEXO B

TABELA 1B. Resumo da andlise de varidncia para matéria

$€CBLAVRAS, UFLA, 2002.....cocsmerreessmneessesssssensseessssssssessesssasenes 83
TABELA 2B. Anilise do desdobramento de nitrogénio dentro de cada
nivel de BAP.LAVRAS, UFLA, 2002........ccocorvvurrrrcrmseenruiversssnsssassseressansrens 84

76



TABELA 1A. Matriz de distancias genéticas (abaixo da diagonal) e erro
estimado (acima da diagonal) entre os acessos de ipeca (Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stokes) analisados dois a dois. LAVRAS, UFLA, 2002.

@0 815 S73 571 807 218 00 827 K19 602 719 §01 8% 828 811 735 750 845 745 702 826 701 89
@0 00} 001 001 001 001 002 001 003 00F 00 Q05 004 005 005 006 006 006 0.05 005 005 005 005
815 075 001 001 001 001 002 002 GO3 003 004 005 005 005 005 004 006 005 006 005 005 005 Q05
573 082 086 001 00! 001 €02 002 003 003 004 005 005 005 005 005 006 005 005 A0S 005 005 A0S
571 00 075 075 00! 601 002 002 QA3 003 004 005 005 005 005 006 005 005 005 005 006 005 005
807 058 061 063 058 001 002 002 Q03 004 004 005 004 005 005 Q05 006 005 Q05 0.05 005 005 005
218 047 061 065 061 071 002 002 003 003 004 005 004 005 005 005 005 005 005 005 005 008 006
00 050 065 067 06) 052 072 Q03 003 003 004 05 005 005 005 005 0G5 005 005 005 005 005 006
8§27 043 047 047 052 042 04} 042 003 004 004 005 004 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005
819 037 042 036 047 029 0.3 030 074 0404 004 005 004 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005
602 038 040 038 052 030 028 033 078 085 001005 003 005 005 005 005 003 005 005 005 005 Q05
719 047 052 047 057 036 0M 038 071 08) 086 005 005 004 005 005 005 004 005 005 005 005 005
801 043 048 043 053 0. 040 045 085 080 084 078 005 004 005 005 005 004 005 005 Q05 005 005
837 042 047 042 050 033 025 039 079 086 091 083091 Q05 005 005 005 005 005 005 005 005 005
050 058 059 053 049 050 062 045 048 044 047 049 052 005 005 005 004 005 005 005 004 005
811 057 061 060 065 057 0.55 063 055 055 0.54 062 062 063 062 005 005 004 005 005 009 004 005
735 055 066 065 068 060 0.70 071 050 045 047 048 058 055 06 076 005 005 005 005 0.0+ 005 005
751 052 068 065 Q.60 055 0.60 073 051 046 048 054 056 053 063 Q73 079 005 005 005 004 005 005
845 034 042 047 048 045 042 052 052 060 063 060 057 065 049 056 046 056 005 005 004 005 005
745 043 049 050 061 054 045 048 069 055 066 060070 068 0.50 052 058 062 0.0 005 001 005 005
T02 039 046 040 053 038 037 040 060 071 072 Q7 070 077 044 053 055 054 0.68 074 004 005 003
826 045 051 045 059 041 041 04t 067 066 066 068 020 069 047 0S4 060 060 049 O73 082 005 005
701 G40 040 0.36 044 0.27 029 038 068 080 081 030 082 085 042 055 051 047 063 057 073 068 00s
829 031 043 041 0.50 031 04) 036 069 A7) 081 076 076 0.82 041 056 051 044 059 066 072 064 078
877 041 046 048 0.5 043 0.5 0.56 063 058 062 060 068 064 053 057 060 059 052 066 068 070 064 065
760 043 050 047 056 041 045 045 067 059 066 066 074 068 045 058 054 053 050 0 064 064 068 074
810 034 045 039 0.53 0.32 041 048 060 062 062 059 062 065 052 059 043 046 0.59 0.51 0.52 0.50 061 06l
654 04 048 044 052 042 046 046 060 055 060 052 Q69 065 052 060 0.59 058 0.52 064 056 058 052 061
612 047 047 052 053 046 0.53 048 05! 066 0.59 061 0.57 064 050 06) 057 054 053 050 060 052 0.9 056
574 045 045 042 055 037 041 0.50 068 063 070 066 076 072 042 062 052 050 053 062 059 0.59 066 067
607 024 0M 036 0.52 043 046 041 054 046 0S7 05) 051 053 041 063 052 053 048 062 0.53 055 041 QS0
712 039 048 037 046 032 0.39 051 063 056 062 062 068 066 044 064 047 055 050 057 055 057 051 053
&1 043 043 043 050 044 051 055 059 048 058 054 061 059 037 065 061 059 039 050 049 050 054 053
T77 048 061 052 057 040 044 053 Q67 0.59 064 063 070 069 048 066 0.59 062 056 063 060 061 0.57 062

€93 055 063 0.60 06! 048 058 0.58 Q68 057 063 067 071 068 05067 07066 047 0.5 0.5 060 06! 06!
714 046 0.56 051 052 040 047 053 059 052 0.57 058 066 064 048 068 0.72 0.63 044 054 053 060 058 056
816 039 050 045 055 040 049 0.53 072 069 074 070073 A4 045 0690 053 0.54 057 062 066 064 068 72
814 04 059 05) 057 044 046 051 062 07) 075 073074 079 051 070 0.57 058 0.63 067 0.72 062 068 071
746 047 052 045 050 040 041 047 074 070 076 0.74 077 080 049 071 OS5I 054 057 065 068 063 QT2 OT2
6 050 056 050 0.5 0.39 042 051 076 073 0:80 078 082 086 0.55 072 .57 058 06) 069 073 069 078 079
808 050 055 0.50 055 038 041 050 Q72 077 083 081 082 089 0.58 073 056 061 065 068 072 068 09 078
83 043 0.50 043 051 0.36 040 045 077 078 083 078 081 038 0.52 074 049 053 066 066 070 0.63 0.76 0.78
695 042 052 046 056 040 04) 046 077 079 084 050 082 090 055 075 052 056 069 068 073 067 078 078
838 042 052 046 055 0.39 041 046 0.78 0.78 (.83 0.80 081 089 0.54 076 051 0.56 068 068 072 066 077 079
595 042 052 046 055 0.39 041 046 078 Q.78 083 080 081 089 054 077 051 0.5 068 068 072 066 077 079
07 041 050 044 055 0.36 038 046 075 0.77 083 080 0.80 088 052 078 0.50 054 067 066 071 065 0.76 077
753 041 050 045 054 038 033045 077 077 084 080 080 088 0.53 079 049 055 068 067 070 064 076 073
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TABELA 1 A. Continuagao.

87
690 04
815 005
573 005
SN 005
807 005
218 005
700 005
827 005
819 005
602 005
719 005
sm 005
8% 005
828 005
811 004
735 004
751 004
845 004
745 003
702 004
826 0.04
701 004
829 004
s
760 0.72
810 056
693 051
612 053
514 060
607 059
72 062
8 058
™ 060
693 06]
714 052
816 063
814 065
746 063
696 067
808 061
89 064
698 063
84 064
595 064
0 062
753 063

76
005
005
005
005
005
008
005
005
006
005
008
005
005
005
005
008
005
005
008
005
008
008
005
005

066
[
045
072
046
058
059
062
062
050
069
0658
069
on
068
068
066
067
067
065
0.65

810
005
005
008
005
005
008
0058
005
005
00s
005
008
005
005
008
008
008
008
008
005
Q08
005
008
008
008

056
042
068
058
067
056
065
053
054
069
064
068
067
0.68
074
071
072
on
an
0.72

o
003
005
005
005
005
005
005
005
008
006
005
005
005
008
005
00s
005

004
004
004

004

001
004

046
067
058
065
051
069
064
057
054
060
057
063
067
065
067
067
067
068
0.66

612
005
005
005
005
005
008
005
00s

055
osl
036
065
042

053
08
059
055
063
062
056
059
059
059
057
0.56

M
008
008
005
008
005

008
005
008
008
008
005
008

068
069
069
069

607
0.06
005
005
005
005
005
008
005
005
005
003
005
0.06
008
0.08
005
005
005
005
005
008
008

061
061
(LR
054
056
sl
054
058
033
054
056
0.56
057
057
0358

n2
0058
005
005
005
005

005
005
008
005

053
0285
065
058
057
064
062
062
063
066
0.63
065
065
068

068 0.56 061

AL
008
005
0.05
005
005

0
on
065

058
06!
062
059
0s7
058
056
0.56
056
058

008
0.06
0.06
0.06
005
005
005
0as

006
005
008

008
005

(XA
064
056
064
062
0.64
068
067
068
069
069
0.66
0.67

(oA
005 003
005 005
005 005
0.05 008
005 005
005 005
004 005
005 005
004 005
004 004
005 004
004 005
005 0.04
005 005
005 005
004 005
005 0.04
005 005
005 005
0.04 005
004 006
005 004
0.04 005
004 004
0.04 004
003 004
003 004
003 004
003 004
003 004
0.03 004
003 0.0¢
0.03 004
004

0719
059 058
066 062
064 061
066 0.60
066 06!
063 0.60
065 061
065 061
065 061
063 061
063 059

816 813 746

004
003
005
005
005
005
005
008
008
a0s
(]
004
008
008
005
005
005
008
008
008
005
005
008
008
004
004
004
004
004
004
004
004
004

003

005

004 004

0758
088
080
078
0.80
078
079
079
080
0.79

0.03

0389
0.38s

004
004
o
003
005
005
0.05
005
005
005
005
005
0.04
004
005
005
005
005
005
005
005
005
005
005
005
005
005
00
004
004
004
004
004
004
004
004
004

090
088
088
0.86
087
087
086
03835

0
005
oM
004
004
o
0.0%
005
005

00s
005
00s
008
008
005
005
005
00s
003

005
005
005
005
005
00s
005

097
092
092
092
092
[17]
091

&
005
005
004
005
005
005

008

005
008

00s
0058
005
008

094
094
094
094
094
092

006
006
006
005
005
005

006
005
005
0.06

005
006
006

005
006

005
005
0058
005
005
0.08

005
005

098
098
098
097
097

(23
007
007
0058
005
005

L]
0.06
0.06
0.06
008
005

0.053 008

008

0.06

008
008
005
008
005

0%
099
098
098

008

008

005
008
008
008
008
008

098
098
098

85 T
0057004

0.06:0.05
0.065 006
0.063 0.06
005 006
005 005
005 005

006 005
005 005

0.08 005
008 005
005 005
0.05 0.05
005 008
005 005
005 005
0.05 005
005 008
005 005
0.4

098

098 097

005
0.05
008
0l

005
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TABELA 2A. Matriz de O ¢ 1 obtida pelo padrio de bandas dos 48 acessos de

cuanha (Brot.) Stokes). LAVRAS, UFLA, 2002.

ipeca
650 0 0 0 0000 00CO0000110010011000010011111

Psychorria

ipeca (

815 001100100060006110010000001010011111

573 001 100100060001 100100110000101111711

571 1 001310010000001100101171000011111111

807 001 10000000001 10000t711000010110000

28 011 1 001 0100001100001 1171000010110000

700 01 1 1 0010100001100 10000000010110000

827 01101101011 11011101111111101101011

819 1100110171001 11011101111111101101011

602 10001101011 1T1011101111111%101101011

719 1100110610111 101110010110061060101111

601 11101101011 110111011t11111101101011

83711101101 01111011101111111101101011

828 1 110001 000000100000010000010100011

611 0 1 0101110610001 11101110000111111%01

73 011 10010100001 10000613111000011111101

71 01 1100101000001 00100011100600111101

846 00 1111010000001 00111111000101000@01

74 0011 110100000010011111100101100001

7021 1001101000001 0001111T1101101100001

826 1 1001101000001 00011111101101101101

701 1100110101111 011101111101001101101

820 1 10011110111 101%111017111100111100001"

877 1 1001 1173100000100001111110101100001

760 1 00 1111101111011010111100001100001
810 1 01 01 1111111110101 1111100010011010

€94 1 011 1110100010001000611001111101010

612 ¥ 1 0100101000017 11101111110001101010

$74 1 0011 10101111011110111100111001010

607 001100100000010010011111001006101010

712 001011010000100000000O01100110001010

833 0001000011111 1111011111000061711711T1010

77 0010110100001 11101000010017111%1001111

693 0 1 01101110011 111100011100111001111

74 01 1 0001010000111 100011100111011111

86 1101111111111 11111111111T1110101000

814 1 01 0111110010011 01011111T1110101000

746 0 01 0711 11 1111111111011 111111010100°0

6961110111111111011111111111110101011

808 1 11 0111111111011 111111T111110101011

839 1 11 0111111141101 11T1T1T1T11111110101011

685 1 1 1 0111111111011 1T11T1T1111111010101 1

838 11 1011111111101 111T11T11111110101011

96§ 1110111111111 01111T1T1T11111110101011

7071110111111 1110111T1T11111171110101011

753111011111 11110111111t11111110101011
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agio.

TABELA 2A. Continu

690 0 1 1 1 1111000000101 011111000010001

81s 1 1111111000000 101011110000011T7101

573 01 111111000000 1101011100000010011

571 0 1

t0111100000010101%11011010011110

807 1 0 0 01 000OCOO0OCOCOOCOOT1TO011TYTO1TOOODDODODOTTT1OI1

218 0 0 01 1 00 00O00O0O0O0OO0CO0OT1T011000010001100

700 0 001 111100000000 10111000000O0O0O0O0O0TO0

827 011 011000000000010111001171171110101

19 01 1 0000011111 11101011106010010101

602 0 1 1011001111111 1010101011711 110111

719 1 111 11001 1t11111101011110101 10111

g0y 01 110101100101 001011110111110100

837 0 1 1101001 1T1T111110101111111110101

828 0 0 0 0101101100011 10111110000000101

811 1 0011011011 000001011111%0000001O01

73 0 0 01 1 1 11 00000O0O0ODODT1O011110011001101

751 1 001 11110110000601011110011001101

845 0 0 0 0 0 1 60 0 1 11 1111101010000000000O0O00O0

745 0 0 0 0 1 1 00 O0OODOCOCOCT1TOO0OCT1TOCT1TOOTTTTT T T 1T 1

702 0 0 0 1 01 00 0O0O01T1T11101011T11011111111

826 0 1 01 1t 0 0 00O0CO0OOO0OCOOCT1TOOOT1T1TOT1T1T1T 1T 11 11

701 0 1 0 1 01 001001111101 001171000000O0O0O0C0O0

829 0 1 0 0 01 0010011111101 00000111 1111 11

877 01 0 1 01 0000000000101 0110000001111

760 0 1 0 1 01 00 000000006101 001000601111 11

810 0 1 1 0 0 0O OO 01100011 0000010000O0000100

694 0 0 0 0 0 001 1110000061010100111111100

612 0 0 0 01 0100006111117 0101110110010000

§74 0 001 1000t100000101011110111010000

607 0 0 0 01 0000110000000000C10111101110

712 0111 0000011000001 0111101111001 00

833 1 0 0111100000000000001106111100100

777 60 1 1 001 0001100000101 1110111100100

693 1 1 11 1110100000001 011110111100100

744 1 1 1 111 0010000000000 0110111100100

816 1 1 1111000060011 10011100001011171101

g4 1111110010011 1110111111101111101

746 1 1111100000111 110110111101111101

696 0 1 011111000111 110110111101111101

808 01 011111111111 1101101111011111¢01

8639 011 0010011111111 01101111011111301

65 0 1 1 00 1001111111101 10111101111101

838 0 1 1 001 0011111111061 10111101111101

56 0 1 1 0010011111111 0110111101111101

707 011001001111 1111011011 1101111101

753 0 1 1001001111111 10110111101111101
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TABELA 3A. Teor de emetina, identificagiio e local de coleta dos acessos de

ipeca (Psvchotria ipecacuanha (Brot.) Stokes).LAVRAS, UFLA, 2002.

Acesso }LEmelina (%ﬂl Local de coleta “ UF
602 l 1,30 1L Barra dos Bugres __4_"7 MT
719 [ 056 | Barra dos Bugres | MT
690 | 088 | Barra dos Bugres I
695 |l 1,89 ]I Barra dos Bugres l
595 || 2,17 " Mirassol ||
700 L5 Tangar4 da Serra | MT —
701 l 0,68 1' Tangaré da Serra || MT —
702 L9 | Tangars da Serra ]
707 I 0,91 Pontes e Lacerda ||
708 0,59 Pontes e Lacerda "
7I2 1,98 V. B. S. Trindade
714 071 || V. B. S. Trindade |
612 | 144 | Costa Marques I MT -
826 || 1,99 || Costa Marques T —
827 || 139 | Costa Marques l
828 | 0,85 <l| Costa Marques
820 || 065 | Costa Marques
833 | 162 | Costa Marques
834 I 1,55 j Costa Marques I MT
835 | 1,60 | Costa Marques | MT
836 | 1,78 | Costa Marques ] MT
837 [ 1,66 | Costa Marques [ wmr
838 || 129 | Costa Marques | MT
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TABELA 3A. Continuagio

Acesso IL Emetina (%) || Local de coleta II UF
~ 839 | 0,69 || Costa Marques 1 MT
776 L 0,90 || Rolim de Moura <] RO
801 0,98 | Rolim de Moura ] RO
802 1,92 Rolimde Moura || RO
1,63 I Rolim de Moura [
1,45 |L Rolim de Moura [
192 || Rolimde Moura
0,79 I Rolim de Moura
0,82 [l Rolim de Moura
2,00 I Rolim de Moura |
1,25 | Rolim de Moura #
1,53 I Salto do Céu
0,79 I SaltodoCéu |
0,65 | Novo Horizonte J
0,74 JI» Rio Branco ‘J
0,64 " Cacoal RO
0,67 I Cacoal ] RO
067 I Cerejeiras | RO
0,74 |r Linhares __l ES
0,87 || Porcitincula q
1,07 Jl_ Porcitincula
2,36 |l_ Caratinga I(
0,56 «I_F Caralm a
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TABELA |B. Resumo da andlise de variincia para matéria seca. LAVRAS,

UFLA, 2002.
F.V G.L. SQ QM
Nitrogénio 5 0,005830 30,617**
BAP 0,030315 159,207%*
Nitrogénio*BAP 5 0,005576 29,285%*
Erro 108 0,00019
Total corrigido 119 0.107910

CV (%) = 25,05

Média geral:0,0550842

Niimero de observagdes: 120

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F

TABELA 2. Anilise do desdobramento de nitrogénio dentro de cada nivel de

BAP.LAVRAS, UFLA, 2002.

F.V. G.L S.Q. Q.M.
Nitrogénio/ C.BAP 5 0,055220 0,011044 **
Nitrogénio/ S. BAP 5 0,001811 0,000362
Residuo 180 0,020565 0,000190

* Significativo a 1% de probabilidade pelo t:-








