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SUMARIO

RIBEIRO, Marcia Vaz, M.Sc. Universidade Federal de Pelotas, julho de 2008.
Estabelecimento in vitro e andlise da variabilidade genética de acessos de
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) coletados no estado do Rio Grande do
Sul. Orientadora: Prof2. Dr2. Eugenia Jacira Bolacel Braga. Co-orientadores: Prof.
Dr. José Antonio Peters e Prof. Dr. Valmor Jodo Bianchi.

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reis., popularmente conhecida como espinheira-santa,
€ uma espécie autéctone pertencente a familia Celastraceae que apresenta alto
valor medicinal para o tratamento de Ulceras, gastrites cronicas, dispepsias e
indigestdo. Devido a sua importdncia medicinal, houve um aumento no
extrativismo em populagdes naturais, tornando-a prioritaria para a conservagao, a
fim de evitar o risco de erosao genética. A cultura de tecidos tem importante papel
por proporcionar produgcao massiva de plantas, livres de agentes patogénicos e
geneticamente uniformes, sendo o estabelecimento in vitro a primeira fase do
processo de micropropagacao, onde o material vegetal utilizado pode variar de
acordo com a finalidade do estudo. Estudos evidenciam que o fluxo génico por
sementes ou dispersao de graos de pdélen, bem como o ambiente, principalmente
o habitat, tem o potencial de aumentar a variabilidade genética de populagdes de
uma mesma localidade. O objetivo deste trabalho foi estabelecer e avaliar a
capacidade de multiplicacdo in vitro de plantulas de M. ilicifolia, bem como,
analisar a variabilidade genética de 20 acessos coletados em diferentes
localidades no estado do Rio Grande do Sul, através da técnica AFLP. Para o
estabelecimento in vitro, sementes previamente desinfestadas foram inoculadas
em trés meios diferentes: MS; MS + Carvéo Ativado (1g L") e MS + Vermiculita.

As variaveis analisadas foram altura das plantulas e comprimento de raiz. Para a
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analise molecular foram testadas oito combinacdes de primers AFLP. Os valores
de similaridade genética foram calculados pelo Simple-matching coefficient e
utilizados para gerar o dendrograma de similaridade pelo método UPGMA. As
variaveis analisadas apresentaram diferenca significativa, onde as maiores
médias para altura das plantulas (5,06 cm) e comprimento de raiz (3,4 cm), foram
obtidas no meio MS acrescido de Vermiculita. Observou-se que o aspecto
morfolégico das raizes deve ser considerado, pois as raizes das plantulas
germinadas em meio MS apresentaram-se bastante fibrosas e com auséncia de
pélos radiculares, diferentemente das plantulas germinadas em meio MS +
Vermiculita, onde apresentaram raizes adequadas para a absorcao de nutrientes
do meio de cultura. As oito combina¢des de primers geraram 455 perfis
eletroforéticos, com 100% de polimorfismo. Os primers E-ACC/M-CAA, E-ACG/M-
CTA, E-ACG/M-CTC apresentaram o maior numero de perfis eletroforéticos, 71
cada, totalizando 46,80% do polimorfismo total. Na andlise do dendrograma foi
observado um alto coeficiente de correlacdo (r = 0,94), demonstrando elevada
representatividade dos dados de similaridade genética e os de agrupamento. Pela
AMOVA verificou-se que 89,33% da variabilidade total ocorreu entre individuos da
mesma populacdo. Com base no exposto conclui-se que o meio mais adequado
para o estabelecimento in vitro é o meio MS acrescido de Vermiculita e
marcadores moleculares tipo AFLP permitem a caracterizacdo e a estimativa da
variabilidade genética de populacoes de M. ilicifolia.
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SUMMARY

RIBEIRO, Méarcia Vaz, M.Sc. Universidade Federal de Pelotas, 2008 July. In vitro
establishment and analysis of genetic variability of Maytenus ilicifolia
accessions collected at Rio Grande do Sul State, Brazil. Adviser: Prof. Dr.
Eugenia Jacira Bolacel Braga. Co-advisers: Dr. José Antonio Peters and Dr.
Valmor Jo&o Bianchi.

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reis., popularly known as espinheira-santa, is an
autochthonous specie belonging to Celastraceae family. Presents high medicinal
value for treatment of ulcers, chronicle gastritis, dyspepsia and indigestion. Due its
medicinal importance, have been an increase of extractivism in natural
populations. So, this specie is priority for conservation, to avoid the risk of genetic
erosion. The tissue culture is important because allows massive production of
plants free from pathogenic agents and genetically uniforms. The in vitro
establishment is the first phase of the micro propagation process, where the plant
material used can vary according to the finality of the work. Studies evidence that
genetic flux by seeds or pollen grains, and also the environment, mainly the
habitats, has the potential to improve the genetic variability of populations from
one locality. The objective of this work was to establish and evaluate the capacity
of in vitro multiplication of M. ilicifolia plantlet, and also analyze by AFLP the
genetic variability of 20 accessions collected in different localities from Rio Grande
do Sul State. For the in vitro establishment previously disinfected seeds were
inoculated in three different media: MS; MS + Active Coal (1g L") and MS +
Vermiculite. The variables analyzed were plantlet height and root length. For the
molecular analysis it was tested eight primers combinations. Values of genetic
similarities were calculated by Simple-matching coefficient and used to generate a
similarity dendrograma by UPGMA method. The analyzed variables showed
significant differences. The greater media for plantlet height (5.06 cm) and root



length (3.4 cm) were obtained in the MS medium with Vermiculite. The
morphological aspect of the roots must be considered, because the roots from
plantlets germinated in MS medium was very fibrous and without root hairs,
differently from plantlets germinated the MS medium + Vermiculite, were
presented roots adequate for absorption of nutrients from the medium culture. The
eight primers generate 455 eletrophoretical profiles, obtaining 100% of
polymorphism. The primers E-ACC/M-CAA, E-ACG/M-CTA and E-ACG/M-CTC
presented the greater number of eletrophoretical profile, 71 each, totalizing
46.80% of the total polymorphism. Dendrograma analysis showed a high
coefficient of correlation (r = 0.94), demonstrating high representativity from the
data of genetic similarity and those of groupings. By AMOVA it was verified that
89.33% of the total variability happened among individuals from the same
population. Based on the discussed can be concluded that the more adequate
medium for the in vitro establishment is the MS medium added of Vermiculite and
AFLP molecular markers allow the characterization and genetic variability
estimative of M. ilicifolia populations.



1 INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais com fins de tratamento, cura de doencas e
sintomas remontam ao inicio da civilizacao, determinando um acumulo secular
de conhecimentos empiricos sobre a acdo dos vegetais por diversos grupos
étnicos (Di STASI, 1996; SIMOES et al., 1998).

Entre as espécies medicinais nativas do Brasil destaca-se a espinheira-
santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.), pelo seu potencial no tratamento de
Ulcera gastrica e gastrite, comprovadas por pesquisas coordenadas pelo CEME
(Central de Medicamentos) do Ministério da Saude (CARLINI, 1988) e ainda
por apresentar propriedades analgésicas, anti-sépticas e cicatrizantes
(ALMEIDA, 1993; CARVALHO, 2005).

A forte agdo antropica a que a espinheira-santa vem sendo submetida e a
caréncia de informacdes com relagdo a caracterizagdo de germoplasma tem
levado a uma perda de material vegetal e por consequéncia perda da
variabilidade genética desta espécie (MARIOT, 2005). Este fato resultou na
entrada desta planta a lista de espécies ameacadas de extincao da FAO (Food
and Agriculture Organization of the United Nations) como uma das espécies
prioritarias para estudo e conservacao na América do Sul (MOSSI, 2003).

Umas das maneiras de tentar reduzir os danos causados pelo extrativismo,
desta espécie, seria a conservacao in situ e ex situ (através de bancos de
germoplasma) e de técnicas de producéo de plantas em larga escala. Uma das
técnicas que pode ser utilizada é a cultura de tecidos de plantas, através da
micropropagacao. No entanto, este estudo em relagdo a espinheira-santa é
escasso na bibliografia (ABREU et al., 2003).



Os principais beneficios da aplicacdo de técnicas de micropropagacao de
plantas medicinais sdo: a possibilidade de aumento rapido do numero de
individuos geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas; producao
de mudas o ano todo com elevada qualidade sanitaria e o melhoramento
genético por meio de regeneracdo de plantas in vitro (Di STASI, 1996;
CORREA et al., 1999; SERAFINI; BARROS, 2001).

No sentido de contribuir com os estudos de conservacao e preservagao da
variabilidade genética de espinheira-santa, a Embrapa Clima Temperado criou
um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) desta espécie, com acessos oriundos
de varios locais do Rio Grande do Sul. Os acessos foram caracterizados
através de descritores morfologicos, tanto através das matrizes (MARIOT et al.,
2003), quanto das progénies presentes no banco de germoplasma (MARIOT et
al., 2004).

A variabilidade genética se constitui na fonte primaria dos estudos
genéticos e sem ela nao seria possivel ocorrer adaptagbes e evolucdo nas
espécies, portanto, o sucesso de qualquer programa de melhoramento
depende, fundamentalmente, da variabilidade genética dos progenitores
envolvidos, podendo ser gerada por recombinacdo, mutacao e/ou hibridacao
dos genes (OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos sobre a identificacdo e caracterizacdo da variabilidade genética
em plantas concentram-se em varios aspectos, desde caracteristicas
morfofenolégicas, bioquimicas e até caracteristicas em nivel de DNA e seus
fragmentos, genes mutantes e cromossomos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1996; OLIVEIRA et al., 2005). O conjunto de todas essas caracteristicas que
podem demonstrar variacdes entre espécies e até mesmo dentro da propria
espécie € chamado de marcadores genéticos.

Dentro da classe dos marcadores genéticos, os moleculares apresentam
vantagens e superam muitos dos limites dos marcadores morfologicos e
bioquimicos, pois detectam variagdo em nivel de DNA, sao obtidos em grande
namero além de nao sofrerem influéncias de fatores ambientais e estadio de
desenvolvimento da planta (BOREM, 1998; UPADHYAY et al., 2004).

Diversas técnicas de marcadores moleculares tém sido utilizadas para a
analise de variabilidade e diversidade em varias espécies, em diferentes
regibes do mundo. Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length



Polymorphisms) combinam técnicas de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) e de PCR (Polymerase Chain Reaction), sao de carater
dominante e revelam altos niveis de polimorfismo com grande numero de
marcadores que atuam com precisdo em analises de germoplasma. Desta
forma, a técnica de AFLP possui vantagens em relagdo a outras técnicas, como
a possibilidade de identificar alto nivel de polimorfismo e pela sua alta
reprodutibilidade (JONES et al., 1997; TANG et al., 2003; YANG et al., 2005).
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer e avaliar a
capacidade de multiplicagdo in vitro de plantulas de M. ilicifolia, bem como
analisar a variabilidade genética de 20 acessos coletados em diferentes

localidades no estado do Rio Grande do Sul.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui uma biodiversidade vegetal que proporciona uma posi¢ao
de destaque em relagdo a diversidade de espécies nativas com potencial
medicinal (VIEIRA, 1999). Muitos centros de pesquisa no Brasil e no Exterior
vém desenvolvendo estudos sobre as propriedades farmacolédgicas das plantas
medicinais, chegando a resultados bastante promissores.

No Brasil, 20% da populacédo sao responsaveis por 63% do consumo dos
medicamentos disponiveis, o restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recursos terapéuticos.
Varias espécies sdo nativas e tém sido largamente exploradas para serem
empregadas pela populacdo, algumas com estudo quimico e/ou
farmacolégicos. Entre as principais, pode-se citar o guaco (Mikania spp.), a
embauba (Cecropia spp.), o maracujazeiro (Passiflora spp.), a carqueja
(Baccharis spp.), a pata-de-vaca (Bauhinia spp.), a espinheira-santa (Maytenus
spp.) e muitas outras (REIS; MARIOT, 2002).

Dentre as espécies de uso medicinal, M. ilicifolia, pertencente a familia
Celastraceae, € uma espécie autécone do Brasil, com maior ocorréncia nos
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MARIOT; BARBIERI,
2007). Foi descrita morfologicamente por Carvalho-Okano (1992) e apresenta
uma taxa de fecundacao cruzada de 99,6%, sendo classificada como uma
espécie alégama (SCHEFFER, 2001).

Entre os metabdlitos secundarios que estdo associados a acao
farmacolégica em M. ilicifolia, destacam-se os triterpenos, os taninos e os
flavondides (MARIOT; BARBIERI, 2007).



A grande maioria das plantas medicinais é coletada em habitat natural e
por maior que seja o numero de individuos numa localidade ndo sao suficientes
para atender uma demanda constante e ininterrupta, principalmente quando a
espécie tem multiusos. Apenas o cultivo sistematizado pode garantir produgao
regular e em larga escala (PEREIRA et al., 1995).

Na década de 90, M. ilicifolia foi alvo de biopirataria, tendo seu extrato
patenteado por uma empresa japonesa, logo apds as primeiras publicacoes
que comprovaram a eficiéncia da planta contra gastrite e Ulcera gastrica em
pesquisa realizada no Brasil (CARVALHO, 2005).

A cultura de tecidos ja vem sendo utilizada para multiplicar centenas de
espécies medicinais. Essa técnica € usada rotineiramente para multiplicar
genotipos selecionados, ou para substituir acessos que tenham adquirido
caracteres indesejaveis como baixa produtividade e susceptibilidade as
doencas. A alta quantidade de plantas oriundas de gendétipos selecionados
poderia ser uma alternativa para reduzir o nimero de plantas retiradas do
ambiente natural (VIEIRA, 2002).

Uma importante aplicabilidade da cultura de tecidos é a conservacao de
germoplasma in vitro. Segundo Villalobos; Engelmann (1995) de todo material
vegetal do mundo conservados em colegdes ex situ, as plantas medicinais
representam apenas 0,07%. As cole¢des in vitro, além de conservarem
acessos que sejam representativos da diversidade genética das populacdes
naturais, permitem fornecer um fluxo constante de explantes e plantulas com
excelentes condicoes fitossanitarias.

Protocolos de micropropagacao das espécies Maytenus aquifolium e M.
ilicifolia, que também apresentam quimio e morfotipos, foram desenvolvidos,
visando o cultivo em larga escala, onde plantas micropropagadas
apresentaram a mesma produtividade em fitomassa e o mesmo perfil quimico
das matrizes doadoras de explantes (PEREIRA et al., 1994; PEREIRA et al.,
1995). A capacidade de regeneracdo e crescimento in vitro parece estar
associada nao apenas ao genotipo, mas a atividade fisiolégica na planta matriz
e sob o controle de diversos fatores enddégenos (CALDAS et al., 1998; HU;
FERREIRA, 1998).

Atualmente, é crescente a preocupagdo com o conhecimento de nossa
biodiversidade no que diz respeito a sua variabilidade genética, principalmente



em funcéo do crescente aumento da erosao dos recursos genéticos (EHRLICH,
1997). A avaliacao da diversidade genética constitui uma importante ferramenta
que permite desde a descricdo de espécies, bem como a separacao de
populacdes divergentes tanto com interesse agronémico, ecoldgico e/ou
medicinal (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2000; AARES et al., 2000).

A correlacdo entre os niveis de diversidade genética intra e inter-
populacional em comunidades vegetais, sdo raramente investigados, pois tais
correlacbes podem demonstrar o efeito da diversidade genética nas
populacdes em uma determinada localidade, através das forgcas de selecao que
atuam nas diferentes comunidades (ODAT et al., 2004). A presenca de
variabilidade genética dentro da espécie & que possibilita a adaptacao as
mudancas ambientais, por isto, a variacdo genética em populacdes naturais é
importante  para  identificar seus  processos  microevolucionarios
(BITTENCOURT, 2000).

Varios estudos evidenciaram que o fluxo génico por sementes ou
dispersao de graos de pdélen, bem como o ambiente, principalmente o habitat,
tem o potencial de aumentar a variabilidade genética de populacées de uma
mesma localidade (WASER, 1987; GRAM; SORK, 2001; ODAT, 2004). Além
da variabilidade de habitat, a diversidade genética em plantas pode ser
influenciada por outros processos como tamanho da populagédo e praticas
agricolas (GRAY, 1996; YOUNG et al., 1998).

Os marcadores genéticos tém sido freqientemente utilizados nos estudos
sobre a diversidade, variabilidade e a estrutura genética populacional. A
introducdo desses marcadores revolucionou a genética de populacées na
década de 50, com a técnica de isoenzimas, e recentemente tem conseguido
enormes avangos com a aplicacdo de tecnologias baseadas na analise do
DNA. Os marcadores moleculares permitiram uma ampla cobertura genémica e
tornaram-se poderosas ferramentas para estudos de genética populacional. No
inicio da década de 90, técnicas utilizadas para distinguir cultivares ao nivel de
DNA permitiram acessar a variabilidade genética dentro do pool génico de
espécies cultivadas, assim como identificar a diversidade disponivel em bancos
de germoplasma e populacdes naturais de plantas (SALLA et al., 2002).

Perecin; Kageyama (2002) utilizando marcadores isoenzimaticos
estudaram cinco populagdes nativas de M. aquifolium nos estados de Sao



Paulo e uma de M. ilicifolia de Santa Catarina, observando alta variabilidade
genética, compativeis com as encontradas na literatura para plantas de
fecundacdo cruzada e a presengca de alelos raros nas populagbes. A
diferenciacdo entre as populacbées ndo mostrou estar relacionada com a
distancia geografica, com o tipo de floresta, nem com o nivel de acéo antropica.

As tecnologias de andlise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos que correspondem a
regibes expressas ou ndao do genoma. A tecnologia de PCR (reacdo de
polimerizacdo em cadeia) é uma técnica verséatil, pois varios tipos de primers
podem ser utilizados, dependendo do objetivo do estudo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996). InUmeras derivacdes surgiram a partir da descoberta
do PCR, entre elas o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que
envolve a amplificacdo simultdnea de varios Jloci anbnimos no genoma,
utilizando primers curtos (oligonucleotideo de 10 bases) de seqiéncia
arbitraria. Os marcadores RAPD caracterizam-se como dominantes, sendo um
alelo de cada loco visualizado (MILACH, 1998).

Bittencourt (2000), estudando duas populagdes de M. ilicifolia no estado
do Parana (Lapa e Guarapuava) com RAPD, analisou 52 fragmentos, com
média de 7,42 fragmentos por primer, sendo que destes, 44 eram polimdrficos.
O dendrograma baseado no indice de Jaccard permitiu a separacao em quatro
grupos, porém com baixos indices de confianga. Os indices de similaridade
intrapopulacionais variaram de 42 a 85% para a populagdo de Guarapuava e
entre 51 a 96 % para a populacéao da Lapa.

Outra técnica de carater dominante chamada de polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP), descrita por Vos et al. (1995),
associa os polimorfismos gerados por enzimas de restricdo com a capacidade
de detecgéo da técnica de PCR. A técnica de AFLP apresenta vantagens, tais
como: ser altamente reproduzivel, rapida e confiavel e ainda a deteccao de
maior numero de locus, cobertura ampla do genoma e baixo custo
(KARDOLUS et al., 1998). Marcadores moleculares tipo AFLP possibilitam a
estimativa de varios indices genéticos, possibilitando o conhecimento da
organizacdo de genomas dentro da populagdo e na caracterizagdo da
variabilidade existente entre esses individuos.



A analise da variabilidade genética de varias espécies tem sido realizada
através de marcadores moleculares tipo AFLP. Goulao et al., (2001) analisaram
a similaridade genética entre cultivares de macas, Odat et al.,, (2004),
observaram a variabilidade genética entre individuos de Ranunculus acris L.
em funcado do habitat e Monte-Corvo et al. (2000) estudaram a similaridade
genética entre cultivares do género Pyrus. Todos os autores destacaram a
grande capacidade de marcadores AFLP em diferenciar cultivares, mas de
mesma espécie, devido ao alto polimorfismo apresentado.

Em recursos genéticos, em que normalmente sdo caracterizados e
conservados muitos acessos, esta ferramenta também se torna bastante Gtil no
sentido de identificar a variabilidade genética do banco de germoplasma,
agrupar os acessos mais similares e assim otimizar os trabalhos nas colecdes
e muitas vezes diminuindo o numero de acessos que represente 0s genes da
espécie em estudo (MARIOT, 2005).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estabelecimento in vitro de sementes de M. ilicifolia

Como material vegetal foram utilizadas sementes de espinheira-santa
(Figura 1) coletadas no ano de 2003, no municipio de Cangugu. As mesmas
permaneceram armazenadas em camara fria, na Embrapa Clima Temperado,

Pelotas — RS, até serem utilizadas neste estudo.

Figura 1- Sementes de Maytenus ilicifolia utilizadas para o estabelecimento in
vitro.

Para a desinfestacdo, as sementes foram primeiramente lavadas em agua
destilada esterilizada com duas gotas de detergente neutro durante 15 minutos
sob agitacdo mecanica. Posteriormente, em camara de fluxo laminar, foram
imersas por 1 minuto em etanol 70% e lavadas com agua destilada esterilizada.
Na sequéncia, as sementes foram submetidas por 20 minutos a hipoclorito de
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sédio 2%, sob agitacdo mecanica. Posteriormente foram lavadas em agua
destilada esterilizada, secadas em papel filtro e inoculadas em meio de cultura
basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo metade da concentracéao
dos sais e de sacarose (15 g L"), solidificado com 6 g L™ de &gar e sem a

presenga de reguladores de crescimento (Figura 2).

Figura 2- Desinfestacdo das sementes de Maytenus ilicifolia (A), inoculagéo
das mesmas em meio MS/2 (B) e organizacdo dos frascos em sala de
crescimento (C).

Foram inoculadas 102 sementes em tubos de ensaio, sendo que metade
destas foi mantida em sala de crescimento a 25 = 2°C, 16 horas de fotoperiodo
e 48 pmol m?s™ de densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos e a
outra metade mantida em camara escura, na mesma temperatura. Apos sete
dias foi avaliada a taxa de contaminacdo e aos trinta e cinco dias a de
germinacao.

3.2 Regeneracao in vitro de partes aéreas de M. ilicifolia

Foram utilizados como material vegetal, segmentos internodais e foliares
oriundos de plantas pré-estabelecidas no experimento anterior.

O meio utilizado foi o0 MS, suplementado com diferentes combinagdes de
2,4D (2,4 - Diclorofenoxiacético) e TDZ (Thidiazuron), conforme Tabela 1.
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Tabela 1- Combinagdes de 2,4D e TDZ utilizadas no meio MS para
regeneracao in vitro de Maytenus ilicifolia

Tratamentos 2,4D TDZ Tratamentos 2,4D TDZ
(mgL") (mgL") (mgL")  (mglL")

T1 0 0 T16 0,5 0,75
T2 0 0,25 T17 0,5 1,0
T3 0 0,50 T18 0,5 2,0
T4 0 0,75 T19 0,75 0
T5 0 1,0 T20 0,75 0,25
T6 0 2,0 T21 0,75 0,50
T7 0,25 0 T22 0,75 0,75
T8 0,25 0,25 T23 0,75 1,0
T9 0,25 0,50 T24 0,75 2,0
T10 0,25 0,75 T25 1,0 0
T11 0,25 1,0 T26 1,0 0,25
T12 0,25 2,0 T27 1,0 0,50
T13 0,5 0 T28 1,0 0,75
T14 0,5 0,25 T29 1,0 1,0
T15 0,5 0,50 T30 1,0 2,0

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema
fatorial 6x5, sendo seis concentragdes de 2,4 D e cinco concentragbes de TDZ,
adicionadas ao meio de cultura totalizando 30 tratamentos. Cada tratamento
constou de cinco repeticées, sendo cada representada por uma placa de petri
contendo dois explantes (um segmento internodal e um segmento foliar),
conforme Figura 3. As placas foram mantidas no escuro em sala de
crescimento com temperatura de 25 *+ 2°C, por um periodo de 90 dias, sendo
gue a cada 20 dias, os explantes eram transferidos para meios novos.

Figura 3- Explantes de Maytenus Iilicifolia utilizados no experimento de
regeneracao, segmento foliar e entrends (A) e distribuicdo aleatéria dos
tratamentos em camara de crescimento com temperatura controlada (B).
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3.3 Multiplicacao in vitro de M. ilicifolia

Como explantes, foram utilizados segmentos nodais de aproximadamente
2,0 cm, oriundos das plantulas pré-estabelecidas, conforme item 3.1.

O meio de cultura utilizado foi o WPM (LLOYD; McCOWN, 1980),
acrescido de 15 g L™ e de diferentes combinacdes de ANA (Acido a-naftaleno
acético) e BAP (N-6 Benzilaminopurina), conforme Tabela 2. Os explantes
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C,

fotoperiodo de 16 horas, durante 90 dias.

Tabela 2- Combinacdes de ANA e BAP utilizadas no meio WPM para
multiplicacdo in vitro de Maytenus ilicifolia

Tratamentos ANA (mg L™ BAP (mg L™
T1 0,0 0,0
T2 0,1 0,0
T3 0,2 0,0
T4 0,0 2,0
T5 0,1 2,0
T6 0,2 2,0
T7 0,0 4,0
T8 0,1 4,0
T9 0,2 4,0

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 3x3, sendo trés concentracbes de ANA e trés concentragcoes de BAP,
totalizando nove tratamentos. Cada tratamento constou de cinco repetigdes,

sendo cada representada por um frasco contendo cinco explantes.

3.4 Estabelecimento in vitro de sementes de M. ilicifolia em diferentes

substratos

O processo de desinfestacdo das sementes de M. ilicifolia foi realizado
conforme descrito no item 3.1. Posteriormente as sementes foram inoculadas
em meio MS semi-sélido (T1), MS semi-sélido adicionado de 1g L™ de Carvao
Ativado (T2) ou em MS liquido adicionado ao frasco contendo vermiculita (T3)
(Figura 4).
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Figura 4- Vista lateral dos frascos contendo as sementes de Maytenus ilicifolia
(A) e vista superior da distribuicao das sementes nos diferentes substratos (B):
Meio MS liquido + Vermiculita; MS semi-solido + carvao ativado; MS semi-
sélido, respectivamente.

Os frascos contendo as sementes permaneceram em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 2°C, 16 horas de fotoperiodo e 48 pmol m?s™ de
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos, durante 95 dias. As
variaveis analisadas foram: altura média das plantulas (cm) e comprimento
médio de raiz (cm).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, composto de trés
tratamentos, com cinco repeticées, sendo cada representada por um frasco
contendo cinco sementes. Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

3.5 Analise da variabilidade genética de acessos de M. ilicifolia coletados
no Rio Grande do Sul

Foram utilizados 20 gendtipos, caracterizados como acessos (Tabela 3),
coletados em diferentes localidades do estado do Rio Grande do Sul e
catalogados no herbario da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS. A analise
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molecular foi realizada a partir de folhas jovens que haviam sido armazenadas
a -80°C, no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, do Departamento de

Botanica, Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas-RS.

Tabela 3- Origem dos acessos de Maytenus ilicifolia para analise molecular,
coletados em seis municipios do estado do Rio Grande do Sul

Acesso Municipio Data coleta
1,2,3 Encruzilhada do Sul 23/11/2002
6 Encruzilhada do Sul 23/11/2002

7 Encruzilhada do Sul 23/11/2002
44 Piratini 28/11/2002
47 Piratini 28/11/2002
51 Piratini 28/11/2002
54 Piratini 28/11/2002
64 Candiota 12/12/2002
66 Candiota 12/12/2002
70 Candiota 12/12/2002
74 Candiota 12/12/2002
75 Candiota 12/12/2002
85 Pelotas 18/11/2002
99 Caxias do Sul 09/01/2003
101 Caxias do Sul 09/01/2003
103 Esmeralda 10/01/2003
108 Esmeralda 11/01/2003
111 Esmeralda 11/01/2003

A extracdo de DNA foi realizada pelo método proposto por Doyle; Doyle

(1990), com algumas modificacbes, onde foram utilizadas 0,15 g de folhas
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jovens maceradas em nitrogénio liquido e adicionados 750 uL de tampao de
extracdo CTAB.

As amostras de DNA foram armazenadas a temperatura de 4°C por 24
horas para posterior quantificacdo em gel de agarose a 0,8%. A fim de obter
melhor qualidade do DNA, foi efetuada uma reextragdo das amostras e uma
diluicdo equimolar, para a padronizacdo do DNA para uma concentracao final
de 250 ng L.

Posteriormente as amostras de DNA foram submetidas as etapas padrdes
do Kit Invitrogen AFLP® Analysis System |. A combinacdo de primers
utilizadas, bem como as seqiéncias dos adaptadores tanto para EcoRl, quanto
para Msel estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4- Sequéncia de primers AFLP utilizados nas amplifica¢cdes por PCR de
Maytenus ilicifolia. Pelotas — RS, 2008

Primers com Adaptadores Seqiiéncia (5’ - 3’)
5-CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRl CATCTGACGCATGGTTAA-5

5-GACGATGAGTCCTGAG
Msel TACTCAGGACTCAT-5

E-ACG/M-CTA
E-ACA/M-CTA
E-ACC/M-CAA
E-AGG/M-CAG
E-AGC/M-CAG
E-ACG/M-CTC
E-ACT/M-CTC
E-AAC/M-CTA

Combinacao de Primers (EcoRI+Msel)

A reacdo de PCR ocorreu com as seguintes etapas: um ciclo de 94°C, por
30 segundos, 65°C, por 30 segundos e 72°C, por 1 minuto; durante os 12 ciclos
seguintes a temperatura de anelamento diminuia 0,7°C a cada ciclo; os 23
ciclos restantes foram de 94°C, por 30 segundos, 56°C, por 30 segundos e
72°C, por 1 minuto em termociclador PTC-100™ — MJ Research. Ap6s esta
etapa, os tubos foram armazenados overnight a -20°C. Em cada tubo, foram

adicionados 4,0 pL de solugéo desnaturante (EDTA 10mM, azul de bromofenol
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0.05% e xileno-cianol 0.05%) e desnaturadas a 95°C, por 5 min, e em seguida
rapidamente resfriadas em gelo.

Foram vertidas 5,0 uL de cada amostra em gel vertical desnaturante de
poliacrilamida 6%, sendo utilizado TBE 1X, como tampé&o de corrida, em cuba
de eletroforese vertical TVS 1400 e fonte CONSORT E-832 (3000 V — 150 mA)
por 3 horas de corrida, a 1250V. A revelacao do gel foi realizada conforme
Bassam et al. (1991).

Os fragmentos amplificados foram mensurados para presenca (1) ou
auséncia (0) em cada perfil eletroforético na comparacao dos isolados. A partir
destes dados foi montada uma matriz com os diferentes acessos. Para a
definicdo dos agrupamentos (similaridade genética), foi utilizado Simple-
matching coefficient (SOKAL; MICHENER, 1958) utilizando o programa
NTSYS-pc. Uma matriz de similaridade entre os perfis foi construida utilizando-
se 0 método de ligagdo média nao-ponderada (Unweighted Pair-Group Method
with Arthmetic Average — UPGMA) (RHOLF, 2000). A partir da matriz de
similaridade, foi computada a estabilidade dos agrupamentos pela andlise de
Bootstrap com 1000 replicacdes utilizando o programa computacional Winboot
(YAP; NELSON, 1996) e a andlise de coordenada principal proposta por Gower
(1966). A analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada através do
programas Genes (CRUZ, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento in vitro de sementes de M. ilicifolia

A desinfestagdo com hipoclorito de sédio na concentracao utilizada nao foi
efetiva, sendo que, 33,33% das sementes mantidas sob luminosidade e
43,14% das mantidas no escuro, apresentaram contaminagao tanto por fungo
quanto por bactéria (Tabela 5).

Este fato pode ter ocorrido devido a estas sementes terem sido coletadas
ha cinco anos e também por apresentarem, ainda durante o0 armazenamento, o
mesocarpo do fruto, comumente chamado de arilo, que devido a sua
composicao auxilia no crescimento de fungos e outros agentes contaminantes.

Diferentemente dos dados encontrados, Kalil Filho (2000), observou que a
utilizacdo de hipoclorito de s6dio associado ao tempo de desinfestacdo na
presenca e auséncia de luz foi considerada eficiente, obtendo 100% da
capacidade de germinagdao, mesmo quando as sementes apresentavam 11,8%
de contaminacéao por fungos e bactérias. Os métodos de desinfestacao devem
ser eficazes, para que a plantula sirva de fonte de explante livre de fungos e
bactérias (COUTO et al., 2004).

Em relacao a porcentagem de germinacao, apos 35 dias observou-se que
das 29 sementes mantidas no escuro, 26 (89,65%) germinaram e das 34
sementes germinadas no claro, 20 (58,82%) germinaram, conforme pode ser
observado na Tabela 5.
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Tabela 5- Numero de sementes contaminadas e germinadas de Maytenus
ilicifolia apés sete e 35 dias, respectivamente de estabelecimento in vitro, na
presenca e auséncia de luminosidade

Condigcbes sementes Ne¢ de % de Ne¢ de % de Ne¢ de
de Luz inoculadas sementes sementes sementes ndo  sementes ndo  plantulas
contaminadas contaminadas contaminadas contaminadas obtidas
Claro 51 17 33,33 34 66,67 20
Escuro 51 22 43,14 29 56,86 26

Resultados semelhantes foram obtidos por Couto et al. (2004), em
trabalho realizado com sementes de mogno, os autores observaram que as
maiores porcentagens de germinagdao das sementes (48%) in vitro ocorreram
aos 30 dias apdés semeadura das sementes desinfestadas com hipoclorito de
sédio 2,5%, mantidas embebidas por 30 minutos no hipoclorito e no escuro.

4.2 Estabelecimento in vitro de sementes de M. ilicifolia em diferentes

substratos

Observou-se no presente trabalho, que os tratamentos utilizados
influenciaram na resposta in vitro considerando as variaveis analisadas. As
maiores médias para a altura das plantulas (5,06 cm) foram obtidas no meio
MS acrescido de Vermiculita, ndo diferindo estatisticamente do meio MS,
conforme pode ser observado na Figura 5. Este resultado corrobora com os
dados obtidos por Sousa et al. (2007) em trabalho realizado com sementes de
mangabeira, observaram maior altura das plantulas oriundas de meio com
vermiculita. A vermiculita € um substrato que possui boa retencdo de umidade,
alta porosidade e baixa densidade, o que muitas vezes, proporciona maior
facilidade para a plantula emergir. E utilizado com sucesso para espécies que
possuem sementes de forma esférica, pois permite um maior contato com o
substrato (VARELA et al., 2005; DOUSSEAU et al., 2008).
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Figura 5- Altura média das plantulas de Maytenus ilicifolia submetidas a

diferentes substratos, por 95 dias. * Médias seguidas pela mesma letra maitscula nio
diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey.

Para a variavel comprimento médio de raiz (Figura 6), as maiores médias
foram obtidas no meio MS acrescido de Vermiculita, n&o diferindo
estatisticamente do meio MS.
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Figura 6- Comprimento meédio das raizes das plantulas de Maytenus ilicifolia

submetidas a diferentes substratos durante 95 dias. * Médias seguidas pela mesma
letra maidscula ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste
de Tukey.

Apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica para as variaveis
analisadas entre o meio MS e o MS+Vermiculita, o aspecto morfolégico das
raizes deve ser considerado, pois as raizes das plantulas germinadas em meio
MS apresentaram-se bastante fibrosas e com auséncia de pélos radiculares,
diferentemente das plantulas germinadas em meio MS+Vermiculita, onde
apresentaram raizes adequadas para a absorcdo de nutrientes do meio de
cultura (Figura 7).
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Figura 7- Aspecto das raizes de plantulas de Maytenus ilicifolia, mantidas em
diferentes substratos por 95 dias.

De acordo com Pasqual et al. (2001) e Caldas et al. (1998) a utilizacao de
Vermiculita umedecida com solugcdo nutritiva contribui para a formacao de
raizes devido a maior aeragao e retengcédo de agua no meio de cultura. Couto et
al. (2004), observaram que a vermiculita foi superior ao agar como substrato
para a germinacao in vitro de sementes de mogno. Para Sousa et al. (2007) o
aspecto das raizes das plantulas quando germinadas em meio com vermiculita
deve-se ao fato da grande porosidade proporcionada por esta.

Em relacdo aos experimentos de regeneracdao e multiplicacao in vitro de
M. ilicifolia, ndo foram obtidos resultados positivos, possivelmente devido aos
explantes serem pouco responsivos as concentracées de reguladores de
crescimento utilizados no meio de cultura e também a alta taxa de oxidacao
presente tanto nos segmentos nodais, internodais, quanto nos foliares. Este
comportamento pode ser decorrente de uma maior lignificagdo dos tecidos,
pois segundo Andrade et al. (2000), a oxidacao ocorre em funcao da liberagéao
de compostos fendlicos que se concentram no interior dos frascos quando a

planta € cultivada in vitro, 0s quais sao precursores da sintese de lignina e
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liberados dos tecidos perante injuria ou senescéncia. O acumulo de polifendis e
produtos de oxidagdo, como suberina, lignina, cutina e calose, em torno da
superficie excisada, modifica a composicao do meio de cultura, assim como a
absorcao de nutrientes, devido a acao de enzimas polifenases que produzem
substancias téxicas, as quais atuam inibindo o crescimento dos explantes,
podendo causar a morte do mesmo (SATO et al.,, 2001). Os polifendis séao
derivados do metabolismo secundério, os quais exercem importante papel no
metabolismo das espécies e, ainda, atuam na defesa contra predadores e
microrganismos (TEIXEIRA, 2001).

Outra hipoétese para a nao organogénese seria a possibilidade de que as
células apresentassem baixa competéncia para responder a acao dos
hormonios, comprometendo a determinacao das mesmas (KERBAUY, 1999).

A falha de competéncia de um tecido poderia refletir, portanto, a falta de
receptores para a classe hormonal que ira induzir o processo organogenético.
Outro fator associado a resposta organogénica seria o proprio metabolismo
hormonal dos explantes, pois ele é que ira determinar, em ultima analise, o
balanco hormonal endbégeno para inducdo da organogénese (CARRY et al.,
2001). Tanto a competéncia quanto a determinagéo sao reflexos da expressao
diferencial de genes envolvidos nos processos de desenvolvimento (PERES,
2002).

4.3 Analise da variabilidade genética de acessos de M. ilicifolia coletados
no Rio Grande do Sul

Um grande numero de loci AFLP foi obtido para cada uma das oito
combinacdes de primers, produzindo um total de 455 perfis eletroforéticos,
sendo 100% polimérficos (Tabela 6). Os pares de primers M-CTA/E-ACG, M-
CAA/E-ACC e M-CTC/E-ACG foram os que apresentaram 0s maiores nimeros
de perfis eletroforéticos, 71 cada, contribuindo com 46,80% do total de
polimorfismos. Esta alta taxa de polimorfismo detectado é justificada pelo fato
desta técnica explorar simultaneamente o polimorfismo de presenca e auséncia
de sitios de restricdo (WUNSCH; HORMAZA, 2002), associado & ocorréncia ou

nao de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias, conseguindo assim uma
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flexibilidade significativa na obtencdo de marcadores polimoérficos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996).

Tabela 6- Dados de polimorfismo obtidos na analise de 20 acessos de
Maytenus ilicifolia, com diferentes combinacdes de primers AFLP

Primers NUmero de perfis % de PP* % de PP/PT
M-CAG/E-AGC 39 100 8,57
M-CAG/E-AGG 45 100 9,90
M-CTA/E-AAC 38 100 8,35
M-CTA/E-ACG 71 100 15,60
M-CTA/E-ACA 61 100 13,41
M-CAA/E-ACC 71 100 15,60
M-CTC/E-ACG 71 100 15,60
M-CTC/E-ACT 59 100 12,97

Média 57
Total 455 100 100

* PP: porcentagem de perfis polimérficos; **PP/PT: relagdo do polimorfismo por primer em
relagéo ao polimorfismo total.

A auséncia de bandas monomorficas evidenciou a grande variabilidade
genética presente nos acessos de M. ilicifolia estudados. Altas taxas de
polimorfismo foram detectadas pela técnica AFLP, similares as identificadas no
presente trabalho, sendo relatado por varios autores. Odat et al. (2004),
estudando a diversidade genética de Ranunculus acris, observaram a presenca
de 79,5% de polimorfismo; j& Monte-Corvo et al. (2000), trabalhando com
cultivares de Pyrus, obtiveram 87% de bandas polimérficas. Por sua vez,
Goulao et al. (2001) observaram 57,2% de polimorfismo em analise da
similaridade genética entre cultivares de Malus.

Bandas no gel que apresentaram tamanho inferior a 125pb nao foram
registradas devido a inconsisténcia de amplificacdo. Comumente em varios
trabalhos é relatada a presenca de bandas erratidas, ou seja, inconsistentes,
cuja aparéncia nao € uniforme, tornando-se dificil sua analise. Este fato pode
ocorrer e esta diretamente relacionado com a qualidade das amostras ou até
mesmo com a qualidade do DNA ap6s a digestdo. Essas amplificacdes
inconsistentes nunca devem exceder 0,5-3%, estimam Tohme et al. (1996) e
Hartal; Seefelder (1997). Por outro lado, dependo da combinagdo de primers

utilizados, as banda de maior tamanho apresentaram variagéo entre 400pb até
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1500pb e o numero de alelos amplificados variou de 38 a 71, com valor médio
de 57 polimorfismos (Tabela 6), confirmando a alta taxa multiplex obtida com
esta técnica. A Figura 8 representa um exemplo de gel de poliacrilamida com
os marcadores AFLP dos 20 acessos de M. ilicifolia, gerados com a
combinacao de primers E-ACC/M-CAA.

A relacdao genética entre os 20 acessos foi baseada nos dados de
similaridade (Tabela 9A) calculada pelo coeficiente Simple Matching, estando
representada no dendrograma da Figura 9. Os dados do dendrograma foram
utilizados para gerar uma matriz cofenética que quando comparada a matriz de
similaridade, apresentou um coeficiente de correlacédo alto (r=0,94), indicando
boa correspondéncia dos dados de agrupamento em relagcdo a similaridade

original.
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Figura 8- Perfil eletroforético de 20 acessos de Maytenus ilicifolia, gerados pela
combinacao de primers AFLP E-ACC/M-CAA (A) e E-ACG/M-CTA (B). B —
Branco; M — marcador molecular 25pb; M’ — 100pb (Life Tecnologies, Inc.).
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Como pode ser observado no dendrograma (Figura 9), exceto os acessos 103,
108 e 111, coletados no municipio de Esmeralda, e que ficaram agrupados juntos,
de maneira geral houve uma ampla dispersdao dos acessos avaliados, ou seja,
genotipos coletados em localidades proximas foram agrupados relativamente
distantes, indicando existir grande variabilidade desta espécie.

Isso pode ser justificado pelo fato desta espécie ser aldbgama e apresentar
dispersao de suas sementes por zoocéria, principalmente por passaros (TABARELLI
et al.,, 1993), ou ainda por gerenciamento humano, através do transporte de
sementes, seja para ornamentacdo ou para o plantio de mudas (SOUSA et al.,
2007). Por tanto, a interferéncia do homem, bem como a acao de seus dispersores
naturais, sao fatores que até o presente podem explicar a alta variabilidade
detectada entre os individuos avaliados, uma vez que nao existem muitas
informacgdes sobre a genética de populagdes desta espécie.

Os acessos 108 e 111, coletados em Esmeralda, apresentaram a maior
similaridade genética entre si (0,83) e valores de bootstrap de 87,7%. Mesmo a
andlise AFLP ter produzido um significativo numero de polimorfismos, devido a
grande variabilidade entre acessos, a confiabilidade dos agrupamentos, indicada
pela andlise de bootstrap, foi pouco significativa, exceto para os acessos 99 e 01,
provenientes de Caxias do Sul e Encruzilhada do Sul, respectivamente, que sempre
agruparam da mesma forma, apresentando valores de bootstrap de 100%.

O agrupamento do acesso 104 de Caxias do Sul, com o0s acessos de
Esmeralda apresentou valor de bootstrap de 79,9%, indicando que o primeiro
acesso compartilha um maior numero de alelos com acessos de Esmeralda, em
relagdo ao outro acesso coletados na mesma localidade. Essa grande distancia
genética entre os acessos coletados em Caxias do Sul pode ser resultado da
introducao de plantas vindas de Esmeralda, no caso do acesso 101.

Para a analise da variancia dos dados moleculares (AMOVA) os acessos
foram agrupados em populacdes, em funcdo dos municipios onde foram coletados.
Pelo fato de ter sido coletado somente um acesso no municipio de Pelotas (85), este
foi incluso, para analise, na populacdo de Candiota (populagdo 3), conforme
apresentado na Tabela 7.



27

Tabela 7- Acessos de Maytenus ilicifolia de seis localidades do estado do Rio
Grande do Sul agrupados em populacées para a AMOVA

Populacao Acessos Localidade N? de individuos
1 01,02,03,06,07 Encruzilhada do Sul 5
2 44,47 51,54 Piratini 4
Candiota
3 64,66,70,74,75,85 (64 a 75); 6
Pelotas (85)
4 99,101 Caxias do Sul 2
5 103,108,111 Esmeralda 3

Pela analise de variancia molecular (AMOVA) baseada nos 455 polimorfismos
AFLP, o valor Fst estimado foi altamente significativo (Fst = 0,10), revelando que
10,67% da variagdo genética total ocorreu entre populacbes e 89,33% entre
individuos dentro da mesma populacao (Tabela 8).

Tabela 8- Analise da variancia molecular (AMOVA) de 20 acessos divididos em
cinco populagbes de Maytenus ilicifolia, coletados no estado do Rio Grande do Sul.
GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrados médios

Fonte de Variagcdo GL SQ QM  Componente Total (%)
de variancia
Entre populacdes 4 330,283 82,571 6,744 10,674**
Dentro da 15 846,567 56,438 56,438 89,326**
populacdes
Total 19 1176,85 61,939 63,182 100,0

Fst = 0,10 (estimativa da diferenca entre heterozigosidades esperada e total das
populagdes.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro.

Corroborando com os dados obtidos no presente trabalho, Bittencourt (2000),
estudando a variabilidade genética através de marcadores RADP em populacées
naturais no estado do Parand, observou que a variabilidade genética entre
individuos da mesma populacédo foi de 85% e a variabilidade genética entre as
populacdes foi de 15%. Perecin; Kageyama (2002), estudaram a variabilidade
genética de populacdes de M. ilicifolia e M. aquifolium através de marcadores

isoenzimaticos e observaram que ha uma alta variabilidade genética dentro da
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populacdo, do que entre as populacées estudadas. Estes autores confirmam,
juntamente com os dados deste trabalho que independente do marcador genético
utilizado nas analises em M. ilicifolia, a alta variabilidade entre os individuos da
mesma populacao sera maior,

Ja em outras espécies, Odat et al. (2004), através da andlise da diversidade
genética em Ranunculus acris L., observaram uma alta taxa de variabilidade dentro
da populacédo (89,03%), em relacdo aquela entre populacdes (10,97%), sugerindo
que os individuos presentes dentro da populagcdo apresentam uma grande
proporcdo de loci de alta variacao alélica. De forma similar, Freitas et al. (2005)
demonstraram que 16,2% da variabilidade genética de Myracrodruon urundeuva,
popularmente conhecida como aroeira se encontrava entre as populacbées e 83,8%
dentro da populacdo, demonstrando que espécies de fecundagdo aberta ocorrem
cruzamentos aleatérios.

Paiva (1998) observou que a variabilidade genética em populacdes naturais de
plantas demonstra que estas preservam grandes quantidades de variabilidade
dentro das populacbes e a distribuicdo da variabilidade genética natural é
influenciada por fatores como modo de reproducdo das espécies, sistema de
cruzamento, tamanho efetivo da populacao, distribuicao geografica e fluxo génico.

Loveless; Hamrick (1984) apontaram que espécies tipicamente alégamas,
apresentaram uma alta variacdo genética intrapopulacional em detrimento a
variacao genética interpopulacional que é menor, sendo que a divergéncia dentro de
populacdes € inversamente proporcional a quantidade de fluxo génico (quanto maior
o fluxo menor a divergéncia intrapopulacional).

Esta variacao pode ser observada através do grafico de dispersdo dos acessos
obtido pelo método de ordenagédo de coordenada principal gerado em funcao das
455 polimorfismos de AFLP (Figura 13), originando quatro principais agrupamentos,
onde acessos dentro da mesma populacdo apresentaram diferentes posi¢cdes no
gréafico. O acesso 1 de Encruzilhada do Sul (01) foi um dos que ficou mais distantes
de sua populacdo de origem. Corroborando com este resultado, Mariot (2005),
através da andlise de dados morfoldgicos, observou que este mesmo acesso
também ficou em um grupo totalmente isolado dos demais acessos desta localidade.
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Ccz

Figura 13- Associagdes entre 20 acessos de Maytenus ilicifolia, obtidos pela analise
de coordenada principal dos coeficientes de similaridade Simple-machting
calculados de 455 bandas AFLP geradas por 8 combinagdes de primers. Os
acessos 1(01), 2 (02), 3 (03), 4 (06), 5 (07), correspondem a populacdo de
Encruzilhada do Sul; 6 (44), 7 (47), 8 (51), 9 (54) a populacao de Piratini; 10 (64), 11
(66), 12 (70), 13 (74), 14 (75) e 15 (85) a populacao de Candiota e Pelotas; 16 (99),
17 (101) a populagédo de Caxias do Sul; 18 (103), 19 (108), 20 (101) a populacao de
Esmeralda. * Os circulos demonstram a forma de agrupamento dos acessos.

Como pode ser observado no dendrograma (Figura 9), através da
similaridade média e no grafico de dispersao (Figura 10), foram formados quatro
grupos, sendo o maior representado pelos acessos 02, 03, 06 e 07 de Encruzilhada
do Sul, 44, 51 e 54 da populacdo de Piratini, 64, 70, 74, 75 da populacdo de
Candiota, 85 de Pelotas, 101 de Caxias do Sul e 103, 108, 111 da populagédo de
Esmeralda. Os acessos 47 e 66, de Piratini e Candiota, respectivamente, ficaram em
um mesmo grupo; enquanto que o acesso 1 de Encruzilhada do Sul, e 0 99 de
Caxias do Sul formaram dois grupos totalmente separados e isolados de sua
populacao original, sendo estes, 0os que mais contribuiram para a variagdo total. Este
tipo de representagdo grafica nos permite uma visao da distribuicdo geral das
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populacdes, podendo observar que os grupos formados foram bem distintos aos da
populacao original.

Esses dados demonstraram a alta variabilidade genética presente nesta
espécie e que deve ser mantida a fim de evitar o risco de erosdo genética.
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5 CONCLUSOES

- O meio de cultura MS liquido + Vermiculita permite o estabelecimento in vitro de M.
ilicifolia, porém nao é suficiente para a etapa de multiplicacdo, necessitando de um
complemento hormonal adequado.

- Problemas relacionados a oxidacao principalmente de compostos fendlicos inibem
o crescimento e desenvolvimento in vitro desta espécie.

- A caracterizacdo molecular em acessos de Maytenus ilicifolia através da técnica
AFLP é eficiente para identificar variabilidade genética e disponibilizar dados para a
conservacao dos recursos genéticos em bancos de germoplasma.

- A variabilidade genética intrapopulacional presente em Maytenus ilicifolia € muito
maior do que a variabilidade genética entre populacdes.
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Tabela 10A- Solugdes de macro, micronutrientes e vitaminas utilizadas no
meio MS, para o cultivo in vitro de Maytenus ilicifolia

Sol. estoque  Vol. no meio Compostos Peso L Sol. estoque [ ] final
A >~ 20mL NH,NO, 82,59 1,650 g.L"
B —— 20mL KNO, 95¢g 1,9g.L"

MgSO,47H,0 74 ¢ 370 mg.L"
cC ——> s5mL MnSQO,4H,0 3,38¢ 16,9 mg.L"
ZnS0,7H,0 1,72 ¢ 8,6 mg.L"
CuS0,5H,0 5mg 0,025 mg.L™
D —— 5mL CaCl, 66,6 g 333 mg.L"
ou CaCl,2H,0 85,12 ¢g
HsBOs 1,24 g 6,2 mg.L"
KH,PO, 34g 170 mg.L"
E -~ 5mL Kl 166 mg 0,83 mg.L"
NaMoO,2H,0 50 mg 0,25 mg.L"
CoCl,6H,0 5mg 0,025 mg.L™
F —— 5mL Na,EDTA 7,459 37,25 mg.L"
FeS0O,7H,0 5,57 g 27,85 mg.L"
TIAMINA 200 mg 1mg.L”
G ——> 5mL PIRIDOXINA 100 mg 0,5mg.L"
AC. NICOTINICO 100 mg 0,5 mg.L"
GLICINA 400 mg 2mg.L"
MIO-INOSITOL 100 mg.L"
SACAROSE 30g.L"

AGAR 7g.L"
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Tabela 11A- Solugcdes de macro, micronutrientes e vitaminas utilizadas no
meio WPM, para o cultivo in vitro de Maytenus ilicifolia

Solugao Compostos Peso L™ Vol. (mL) Modificacao
Estoque Solugao Utilizado no (Prof. Peters)
Estoque meio L
1 NH,NO, 85,5gL" 4,85 4,85
2 Ca(NO;), 4H, O 326gL” 10,0 20,00
3 CaCl».2H,0 19,2¢gL" 5,0 5,00
4 KH,PO, 34,0gL" 5,0 5,00
H,BO, 1,24¢gL"
Na,MoO, 50,0 mg L
5 MgSO,7 H, O 36,14gL" 5,0 5,00
MnSO, H, O 546 gL
ZnS0,7 H, O 1,72¢gL"
CuSO, 5H, O 50 mg L™
6 Na,EDTA 7,45gL" 5,0 5,0
FeS0O,7H,0 557 gL’
7 Tiamina 200 mg L™ 5,0 5,0
_ Piridoxina 100 mg L
Acido Nicotinico 100 mg L™
Glicina 400 mg L
8 K>SO, 495¢gL" 20,0 20,0

Sol. B (MS) 72gL” 2,0 2,0
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