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RESUMO

FURINI, Thatielen; M. Sc; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO Calos
Alberto Reyes Maldonado; margo de 2021. Prospeccado e quantificagdo do DNA
nuclear de Bixa arborea e Bixa orellana (Bixaceae). Professora Orientadora: Dr.? Isane
Vera Karsburg. Coorientador: Prof. Dr. José Martins Fernandes

O Brasil € o pais mais rico em biodiversidade, apresentando a maior riqueza em
espécies vegetais. Bixa arborea e Bixa orellana, sdo duas espécies vegetais
semelhantes da familia Bixaceae, com ampla distribuicdo na América do Sul e
largamente usada pela populagao tradicional. As espécies do género Bixa apresentam
um pigmento nas sementes, que vem sendo utilizado pelas popula¢des nativas da
Ameérica por muito tempo, principalmente na ornamentacéo do corpo e de utensilios.
Hoje, sabe-se que esse pigmento e as folhas de Bixa arborea e Bixa orellana s&o ricos
em carotenoides, compostos antioxidantes e vitaminas. Devido a alta concentragao
desses compostos fitoquimicos, Bixa orellana é muito utilizada na industria alimenticia
e téxtil (como corante) e na industria farmacéutica e de cosmético, além de ser
utilizada como fitoterapicos pela populacéo. Bixa arborea, além do uso fitoterapico,
também é muito empregada na restauracgao florestal e como fonte de madeira. Nesse
contexto, € de extrema importancia compreender melhor a morfologia e a genética de
B. arborea de B. orellana, por meio da descricdo taxondmica das espécies e da
quantificacdo de DNA nuclear das mesmas, aumentando ainda mais o conhecimento
acerca dessas espécies. Também buscou analisar se havia diferenga morfolégica e
genética entre os espécimes de B. arborea, para saber se havia a existéncia de
hibridos na populacdo analisada. Para isso, foi realizada a biometria dos frutos e
descricdo morfologica das duas espécies, além de analise do conteudo de DNA por
meio de citometria de fluxo. A partir disso, foi possivel perceber que as duas espécies
apresentam muitas semelhangas morfoldgicas, diferindo basicamente uma da outra
pelo aspecto do fruto: B. arborea apresentou frutos papilhosos ou parcialmente
cobertos por espinhos nao flexiveis com comprimento variando de 0,1-1,8 mm, 1-15
sementes, enquanto B. orellana apresenta frutos totalmente cobertos por espinhos
flexiveis, 40 sementes em média e com comprimento variando de 4 a 9,6 mm. Os
espécimes de B. arborea apresentaram diferengas morfolégicas pontuais, como maior
numero de estames das flores (fendtipo 3), presenca de espinhos no fruto (fenétipo 5
e 6), auséncia de espinhos nos frutos (fenétipos 1 e 2) e presenca de fruto com apice
mucronatiforme longo (fendtipo 4, 5 e 6), sendo o unico fendtipo com essa
caracteristica. A quantidade de DNA nuclear ndo apresentou diferenga significativa
entre as duas espécies e entre os individuos de B. arborea, no entanto, encontramos
diferencas morfoldgicas entre as duas espécies, diferindo no formato do fruto, na
presenga de pelos e no numero de sementes. Isso mostra que as espécies sao muito
proximas geneticamente e, portanto, muito aparentadas. Dessa forma, podemos
concluir que as duas espécies nao possuem diferengas significativas no tamanho do
genoma, apenas em caracteres morfologicos dos frutos e sementes. Isso mostra que
os caracteres morfologicos sado estruturas chave na identificagcdo desses organismos.

Palavras-chave: Amazénia; Pré-melhoramento; Urucum.



ABSTRACT

FURINI, Thatielen; M. Sc; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO Calos
Alberto Reyes Maldonado; March 2021. Prospection and quantification of the nuclear
DNA of Bixa arborea and Bixa orellana (Bixaceae). Advisor: Dr? Isane Vera

Karsburg. Co-advisor: Prof Dr. José Martins Fernandes

Brazil is the country richest in biodiversity, changing the greatest wealth in plant
species. Bixa arborea and Bixa orellana, are two similar plant species of the Bixaceae
family, with wide distribution in South America, and widely used by the traditional
population. The species of the genus Bixa present a pigment in the seeds, which has
been used by the native populations of America for a long time, mainly in the
ornamentation of the body and objects. Today, it is known that this pigment and the
leaves of Bixa arborea and Bixa orellana are rich in carotenoids, antioxidant
compounds and vitamins. Required to a high concentration of phytochemicals, Bixa
orellana is widely used in the food and textile industry (as a dye) and in the
pharmaceutical and cosmetic industry, in addition to being used as herbal medicines
by the population. Bixa arborea besides phytotherapic use, is also widely used in forest
restoration and as a source of wood. In this context, it is extremely important to better
understand the morphology and genetics of B. arborea of B. orellana, through the
taxonomic description of the species and the quantification of nuclear DNA of the
species. It also sought to analyze whether there was a morphological and genetic
difference between the specimens of B. arborea, to find out if there were hybrids in the
analyzed population. For this, the biometrics of the fruits and the morphological
description of the two species were carried out, in addition to the analysis of the DNA
content by means of flow cytometry. From this, it was possible to perceive that the two
species present many morphological similarities, differing basically from each other by
the aspect of the fruit: B. arborea presented papulous fruits or partially covered by non-
flexible spines with length varying from 0,1-1,8 mm, 1-15 seeds, while B. orellana
presents fruits completely covered by flexible spines and with length varying from 4 to
9.6 mm. The specimens of B. arborea, specific morphological differences, such as a
greater number of flower stamens (phenotype 3), presence of thorns in the fruit
(phenotype 5 and 6), absence of thorns in the fruit (phenotypes 1 and 2) and presence
of fruit with long mucronatiform apex (as a phenotype), being the only phenotype with
this characteristic. The amount of nuclear DNA showed no difference between the two
species and between B. arborea itself, however, we found morphological differences
between the two species, differing in the shape of the fruit, the presence of hair and
the number of seeds. This shows that the species are very close genetically and,
therefore, very related. Thus, we can conclude that the two species have no differences
due to the size of the genome, only in morphology of the fruits and seeds. This shows
that the morphological characters are key structures in the identification of these
organisms.

Key words: Amazon; Pre-breeding; Annatto.
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1. INTRODUGAO GERAL

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e possui a flora mais
diversa do mundo, com 49,989 espécies (BABY et al., 2005; CALIXTO, 2005; BFG,
2018; FLORA DO BRASIL, 2020). Muitas espécies vegetais sdo exploradas pela
populagao para fins alimenticios e tém potencial comercial (COSTA, 2007). Outras,
além da importancia alimenticia, também configuram como importantes fontes
fitoterapicas sendo largamente utilizadas como medicagao (COSTA, 2007; NETO et
al., 2018). Entre estas plantas temos as espécies do género Bixa, conhecidas como
urucum (GARCIA et al., 2012; PILLAI et al., 2018). No Brasil, ocorrem as espécies
Bixa arborea Huber, Bixa excelsa Gleason & Krukoff e Bixa orellana L. (ANTAR, 2020).

B. arborea e B. orellana, embora sejam duas espécies nativas do Brasil, ndo
séo endémicas do nosso territério, ocorrendo de forma nativa em toda a América do
Sul e atualmente presente em plantacdes na Africa e na Asia (RADDATZ-MOTA et
al., 2017). As duas espécies sdo morfologicamente proximas e sao exploradas pela
populacdo (LORENZI e MATOS, 2008). B. orellana € usada para a extragdo do
pigmento como fonte fitoterapica e B. arborea é utilizada na restauracao florestal,
como fonte de madeira, por apresentar crescimento rapido e também em tratamentos
fitoterapicos (LORENZI e MATOS, 2008; CASTRO et al., 2009; RADDATZ-MOTA et
al., 2017).

O pigmento de B. orellana é largamente utilizado pela industria alimenticia
como corante, por apresentar altos teores de bixina e carotenoides, substancias que
proporcionam as sementes a cor laranja-avermelhada (RADDATZ-MOTA et al., 2017).
Esse pigmento € muito utilizado também in natura pelas comunidades tradicionais
(CASTRO et al., 2009; NETO et al., 2018; SILVA et al., 2018; DEQUIGIOVANNI et al.,
2018).

O género Bixa apresenta uma ampla diversidade de espécies que apresentam
alta variabilidade genética (DIAS et al., 2017; ANTAR, 2020). Assim, estudos
morfoagrondémicos e genéticos para as duas espécies mencionadas sdo importantes
por apresentarem uso popular, valor comercial e utilizadas na recuperagcao de areas
degradas (RADDATZ-MOTA et al., 2017). Desenvolver estudos que possam contribuir
na caracterizagao cromossdmica e fenotipica, permitem o melhoramento genético das

mesmas.



Atualmente uma das maiores preocupacgoes dos programas de melhoramento
genético se baseia no fendmeno conhecido como gargalo de fenotipagem
(phenotyping bottleneck), ou seja, na lacuna de informagdes que existe hoje acerca
da relagao entre fenotipo e gendtipo (DHONDT et al., 2013; SANTOS & YASSITEPE,
2014). Nesse contexto, um dos maiores desafios para estudos de melhoramento
genético, estudos evolutivos e genéticos, é entender como as caracteristicas
morfolégicas da planta estdo relacionadas com o gendtipo e com outros fatores
externos a planta (DHONDT et al., 2013). Portanto, estudos que caracterizam o
genotipo e o fendtipo das plantas € essencial para auxiliar no processo de selegcéo de
variedades mais adequadas ao cultivo e ao mercado consumidor, entender a biologia,

conhecer o historico evolutivo, relagdes filogenéticas e ecoldgicas.

Nesse contexto, o trabalho tem como finalidade realizar a descricéo
morfoldgica, biométrica e quantificagcdo do DNA nuclear de duas espécies botanicas
muito utilizadas na alimentagcdo e também para fins fitoterapicos, B. arborea e B.
orellana. Pela semelhanca entre as duas espécies, no primeiro capitulo iremos (i)
diferenciar uma espécie da outra morfologicamente e (ii) analisar a existéncia de
diferencas entre os fenotipos de B. arborea; e no segundo capitulo faremos (i) a
quantificacdo do DNA nuclear das duas espécies para diferencia-las geneticamente
uma da outra e (ii) a biometria dos frutos para entender a relacéo entre fendétipo e

genotipo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Bixa

O género Bixa L. esta representado por cinco espécies com distribuicdo na
América Tropical, pertencente a familia Bixaceae Kunth, ordem Malvales Berchtold &
J. Presl (STEVENS, 2001 em diante; SILVA et al.,, 2018). As suas espécies sao
conhecidas como urucum e muito utilizadas pela populagdo para diversos fins:
alimenticios, medicinais, ornamentais e mais recentemente, para restauracao florestal
(LORENZI e MATOS, 2008; GARCIA et al., 2012; PILLAI et al., 2018).

As espécies desse género apresentam liberagdo de seiva amarelada ou

avermelhada, com inflorescéncias terminais, paniculares e flores actinomorfas; os
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frutos sao constituidos por capsulas loculicidas, bivalvares, inermes ou com espinhos
flexiveis; e, inumeras sementes glabras e de cor variando do laranja ao vermelho
(ANTAR, 2020).

As trés espécies de Bixa que ocorrem no Brasil podem se apresentar como
arbustos ou arvores de até 5 metros de altura, ocorrendo em quase todos os biomas
brasileiros, em areas de terra firme ou em ambientes umidos, como em varzeas e em
matas de galeria (NETO et al., 2018; ANTAR, 2020).

B. arborea e B. orellana estao entre as trés espécies que ocorrem no Brasil.
Foco do presente estudo, B. Arborea, pode ser encontrada como arbusto ou arvore e
apresenta como caracteristicas morfolégicas diagnosticas as folhas com base
arredondadas, auséncia ou presenca de nectarios extraflorais inconspicuos no apice
dos pedicelos e frutos achatados e inermes (ANTAR, 2020). Ainda, de acordo com
Antar (2020), a espécie é nativa do Brasil, embora ndo endémica, presente em
florestas de terra firme e pluvial, bem como, em matas de galeria e ciliares nos

dominios fitogeograficos da Amazénia e Mata Atlantica.

B. orellana é encontrada na forma de arvore ou arbusto, com a base das folhas
truncadas ou cordadas, nectarios extraflorais conspicuos no apice dos pedicelos e
frutos ndo achatados com espinhos flexiveis (REVILLA, 2001; ANTAR, 2020). Ocorre
na Amazénia, Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado, em matas de galeria e ciliares,
florestas de terra firme e de varzea, em areas de savana amazoénica, restinga e em

florestas pluviais e estacionais semideciduais (ANTAR, 2020).

2.2 Caracterizagao morfoagronémica

O Brasil € um pais rico em espécies vegetais (CALIXTO, 2005) as quais
possuem uma ampla gama de utilizagao pela populagao, pela industria alimenticia, na

ornamentacgao e restauracao florestal.

No entanto, dessa diversidade apenas 10% tiveram seu potencial genético
analisado (TRAESEL et al., 2017). Um dos métodos para analisar a diversidade
genética das espécies, muitas vezes para embasar estudos de melhoramento vegetal,

€ se basear nas caracteristicas morfolégicas das espécies (SHIMOYA et al., 2002).

Estudos morfoagronémicos permitem entender como os fendtipos respondem
as caracteristicas ambientais (VIANA et al., 2009; MENEZES et al., 2011), também
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permitem enriquecer os estudos genéticos, pois aumenta o conhecimento sobre a
diversidade (GONCALVES et al., 2014) o que possibilita subsidio para o
desenvolvimento e aprimoramento dos programas de melhoramento genético (CRUZ
et al., 2014). Estudos morfologicos das espécies vegetais, realizados por meio das
analises dos caracteres morfoagrondmicos sao uteis para selecionar culturas cada
vez mais produtivas (FUKUDA, 1999).

2.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo surgiu durante a segunda guerra mundial como uma
ferramenta para testar as mascaras de gas e avaliar possiveis microparticulas nocivas
presentes em aerossois (COSTA, 2018). Essa técnica consiste de um sistema em que
células coradas passam por um detector fotoelétrico e a partir disso é realizada a
contagem celular (BRAGA et al., 2016). De acordo com Costa (2018) a técnica se
baseia na fluorescéncia emitida pelas particulas. Essa fluorescéncia, em seguida, sera

convertida em graficos, a partir dos quais pode-se analisar o cariotipo das espécies.

Apods seu desenvolvimento, por muito tempo o uso da citometria de fluxo ficou
restrita ao estudo do DNA humano (BRAGA et al., 2016), mas a partir da década de
80, essa técnica passou a ser empregada em estudos de células vegetais (DOLEZEL,
1997).

Cavalier-Smith (1985) apontam que os estudos relacionados a quantificagdo do
DNA em plantas estdo ligados ao questionamento sobre o porqué de alguns
organismos eucariontes apresentarem um numero tao superior de genes, sendo que
esse numero ndo se relaciona com o grau de complexidade apresentado pelo
organismo, levando os pesquisadores ao chamado paradoxo C (sendo C utilizado
para expressar o tamanho do genoma) surgindo a partir dai inumeros
questionamentos e pesquisas correlacionadas, ampliando assim a utilizagcdo de

métodos como citometria de fluxo.

Pela razdo de grande parte do DNA dos eucariotos estar presente no nucleo
da célula, a citometria de fluxo tem demonstrado ser uma étima metodologia para
realizar a contagem do DNA (LOUREIRO e SANTOS, 2007). Essa quantificagao do
DNA mostrou-se muito relevante nos processos de classificagdo dos nucleétipos e no



entendimento de como o material genético e celular responde aos estimulos externos
(BRAGA et al., 2016).

A vantagem em utilizar citometria de fluxo reside na facilidade e rapidez no
preparo da amostra, o que permite a analise de muitas amostras e muitos nucleos,
detecta diferenca nas quantidades de DNA e pode se utilizar qualquer tipo de tecido
(BENNET e LEITCH, 1995). A citometria de fluxo é utilizada em estudos de
melhoramento de plantas, para avaliar aberracbes cromossomicas, verificar niveis de

ploidia a partir de cruzamentos, além de permitir identificar hibrido (DOLEZEL, 1997).
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4. CAPITULO 1

MORFOLOGIA FENOTIPICA DE Bixa arborea e Bixa orellana (Bixaceae) EM ALTA
FLORESTA, MATO GROSSO, BRASIL

FURINI, Thatielen; M. Sc; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO Calos
Alberto Reyes Maldonado; margo de 2021. Morfologia fenotipica de Bixa arborea e
Bixa orellana (Bixaceae) em Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil. Professora
Orientadora: Dr.? Isane Vera Karsburg. Coorientador: Prof. Dr. José Martins
Fernandes.

RESUMO

Bixa arborea e Bixa orellana, sdo duas espécies vegetais da familia Bixaceae, com
ampla distribuigdo na América do Sul e largamente usada pela populacéo tradicional.
As espécies do género Bixa apresentam um pigmento avermelhado nas sementes,
que vem sendo utilizado pelas populag¢des nativas por muito tempo. Os compostos
fitoquimicos presentes nas sementes de Bixa orellana também sao muito utilizados
na industria alimenticia e téxtil (como corante). Bixa arborea além do uso fitoterapico
das folhas, também é muito empregada na restauragao florestal e como fonte de
madeira. Nesse contexto, € de extrema importancia diferenciar B. arborea de B.
orellana por meio de diagnoses morfolégicas para compreender melhor os caracteres
que separam as duas espécies. Também buscou analisar as diferengas morfologicas
existentes entre os espécimes de B. arborea, para avaliar a existéncia de hibridos na
populagdo analisada. Para isso, foi realizado diagnoses morfoldgicas para as duas
espécies. A partir disso, foi possivel perceber que as duas espécies apresentam
muitas semelhangas morfoldgicas, diferindo basicamente uma da outra pelo aspecto
do fruto: B. arborea apresentou frutos papilhosos ou parcialmente cobertos por
espinhos nao flexiveis com comprimento variando de 0,1-1,8 mm, enquanto B.
orellana apresenta frutos totalmente cobertos por espinhos flexiveis e com
comprimento variando de 4 a 9,6 mm. A quantidade média de sementes nos frutos de
com B. orellana foi maior que o encontrado nos frutos de B. arborea. Portanto, nosso
trabalho mostrou que as duas espécies apresentam diferencas fenotipicas, as quais
podem ser utilizadas na identificacdo e diferenciagdo uma da outra.

Palavras-chave: caracteres morfoagronémicos; urucum; colorau

ABSTRACT

Bixa arborea and Bixa orellana, are two plant species of the Bixaceae family, with wide
distribution in South America, and widely used by the traditional population. The
species of the genus Bixa have a red to reddish pigment in the seeds, which has been
used by native populations for a long time. The phytochemicals present in the seeds
of Bixa orellana are also widely used in the food and textile industry (as a dye). Bixa
arborea, in addition to the phytotherapic use of leaves, is also widely used in forest
restoration and as a source of wood. In this context, it is extremely important to
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differentiate B. arborea from B. orellana by means of morphological diagnoses to better
understand the characters that separate the two species. It also sought to analyze the
morphological differences between B. arborea specimens, to assess the existence of
hybrids in the analyzed population. For this, morphological diagnoses were carried out
for both species. From this, it was possible to notice that the two species have many
morphological similarities, differing basically from each other by the aspect of the fruit:
B. arborea presented papulous fruits or partially covered by non-flexible spines with
length ranging from 0.1-1.8 mm, while B. orellana presents fruits totally covered by
flexible spines and with length varying from 4 to 9.6 mm. The average amount of seeds
in the fruits of B. orellana was higher than that found in the fruits of B. arborea.
Therefore, our work showed that the two species show phenotypic differences, which
can be used to identify and differentiate one from the other.

Keywords: morpho-agronomic characters; annatto; paprika

1. INTRODUGAO

A familia Bixaceae, ordem Malvales, possui distribuicdo pantropical,
representada por quatro géneros e 21 espécies (STEVENS, 2001 em diante; APG,
2016). E caracterizada pela presenca de canais secretores; células ndo vasculares
como acumulo de resina; tricomas glandulares e tricomas tectores unicelulares; folhas
alternas; inflorescéncia terminal; flores maiores que 2,5 cm de didmetro; parede
celular anelar, desenvolvimento centrifugo, 5 ou 10 tragos fasciculares; estigma
ligeiramente lobulado; muitos évulos por carpelo, micropila em zigue-zague, funiculos
longos; cotilédones espatulados, curvados ou dobrados (STEVENS, 2001 em diante;
SOUZA e LORENZI, 2019).

No Brasil, a familia esta amplamente distribuida em todo o seu territorio,
constituida pelos géneros Bixa L. (B. arborea Huber, B. excelsa Gleason & Krukoff, B.
orellana L.) e Cochlospermum Kunth (C. orinocense (Kunth) Steud., C. regium (Mart.
ex Schrank) Pilg. e C. vitifolium (Willd.) Spreng.), com total de seis espécies (ANTAR,
2020).

O género Bixa é nativo na América Tropical e possui cinco espécies,
caracterizado como arvores; presenca de flavonas, flavonadis, sulfatos de flavonoides
e auséncia de taninos nao hidrolisaveis; peciolo com feixe medular; célice com
glandulas abaxiais emparelhadas, corola imbricada; anteras em forma de U invertido,
com poros ou fendas medianas; gineceu 2-4 carpelos, oposto ao calice, carpelos

individuais inicialmente nao visiveis, placentagao parietal; tegumento externo do 6vulo
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com 3-6 células, tegumento interno com 4-5 células, tecido parietal com cerca de 2
células, capa nucelar com cerca de 4 células de espessura; fruto suavemente
espinhoso; testa polposa; n = 7 (STEVENS, 2001 em diante).

B. orellana é muito utilizada pela populagéao tradicional como fonte de pigmento
vermelho (ALONSO, 2004). Esse pigmento € empregado na ornamentagao do corpo
pelos povos nativos da América e também comercialmente como fonte de corantes
naturais utilizados pelas industrias alimenticias, cosméticas e téxteis (GARCIA et al.,
2012; MANTOVANI et al., 2013; DEMCZUK e RIBANI, 2015; RIVERA-MADRID et al.,
2016). Além disso, B. arborea e B. orellana sao empregadas na ornamentagao, na
restauracao florestal, preparo de fitoterapico tradicional e na industria farmacéutica
(LORENZI e MATOS, 2008; PILLAI et al., 2018).

Diversas sao as caracteristicas quimicas encontradas em B. arborea e B.
orellana, que proporcionam o interesse da industria (GARCIA et al., 2012; PILLAI et
al., 2018). Atualmente, o corante produzido a partir das sementes de B. orellana é um
dos mais utilizados em todo o mundo, uma vez que as sementes sdo ricas em
carotenoides, bixinas e norbixinas, que garantem a cor avermelhada as sementes
(OLIVEIRA, 2005; SOARES et al., 2011).

Embora a utilizacdo de Bixa como fonte de pigmento n&do seja recente, uma vez
que as populagdes nativas da América ja a utilizavam para ornamentagao do corpo e
utensilios, protecdo contra picadas de insetos e como protecdo solar, nas ultimas
décadas houve uma preferéncia pelos sintéticos (CORREA e PENNA, 1984; CASTRO
et al., 2009), gradualmente substituido por corantes naturais a base de B. orellana
(MERCADANTE et al., 1997). Atualmente, com a preferéncia por produtos naturais, o
Brasil € um dos maiores produtores de corantes a base de Bixa, exportando para
diversos paises, s6 em 2017 o pais produziu 9.243.475 toneladas de urucum, sendo
o maior produtor mundial (MERCADANTE et al., 1997; IBGE, 2019).

A industria alimenticia € o principal destino dos corantes produzidos a partir de
B. orellana, onde é empregado para colorir queijos, manteigas e embutidos como
salsichas (MOREIRA, 2013). Isso se deve principalmente porque o corante a base de
urucum € um dos poucos permitidos pela Food and Agriculture Organization (FAO)
(MOREIRA, 2013). Estudos tém mostrado ainda que os produtos a base de Bixa s&o

ricos em compostos antioxidantes, usados em carnes e alimentos derivados (GARCIA
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et al., 2012; PILLAI et al., 2018). Dessa forma, os compostos antioxidantes podem
diminuir a rancidez lipidica de produtos carneos, como demonstrado por Garcia et al.
(2012).

Além dos compostos quimicos supracitados, as espécies de Bixa utilizadas
como fonte de condimento, sdo ricas em vitaminas A e E (OLIVEIRA et al., 2003),
também sao utilizadas como fitoterapico contra o cancer, contra doengas oportunistas
decorrentes do HIV, como antibidtico e anti-inflamatério (GARCIA et al., 2012;
RIVERA-MADRID et al.,, 2016). A presenca de antioxidantes e carotenoides
contribuem para bixina ser largamente utilizada na industria farmacéutica e de
cosmeéticos (PILLAI et al., 2018).

As espécies de Bixa possuem uma ampla taxa de variedade genética (DIAS et
al., 2017). Dessa forma, estudos morfoagronémicos s&o necessarios para conhecer a
morfologia dos diferentes genotipos (AMARAL, 2012). Além de permitir o
entendimento de como os espécimes respondem a influéncia ambiental (FRANCO et

al., 2002), inicialmente demonstrada pela morfologia.

A caracterizagdo morfoldgica e agronémica dos diferentes gendotipos de Bixa,
também permite conhecer a diversidade genética e cria subsidio para estudos de
melhoramento genético, facilitando a escolha de gendtipos mais viaveis e com maior
produtividade (JESUS et al., 2014; FERRAZ et al., 2016). Uma das formas de realizar
essa caracterizagdo é através do estudo morfolégico dos frutos e sementes, que é
uma importante ferramenta para trabalhos de variabilidade genética de uma espécie,
pois conhecer a variabilidade fenotipica facilita o processo de melhoramento genético
(FENNER, 1993; MACHADO, 2015).

Pelo fato das espécies B. arborea e B. orellana apresentarem importancia
tradicional, comercial e na recuperacédo de areas degradadas (RADDATZ-MOTA et
al.,, 2017), justifica-se o desenvolvimento de estudos com a caracterizagcao
morfoagronémica e, posteriormente, o melhoramento genético de espécimes

potenciais.

O capitulo tem como objetivo apresentar a morfologia dos frutos e sementes
de fenotipos de B. arborea e B. orellana no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso,
com chave para identificagdo dos fenétipos, diagnoses morfoldgicas, ilustragdes, fotos

e comentarios com contribui¢des de morfologia e ecologia.

12



2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo e obtengio do material vegetal

O municipio de Alta Floresta esta localizado no extremo Norte do estado de Mato
Grosso, Brasil (56° 05' 10" W e 09° 52' 32" S), a 830 km da capital Cuiaba; apresenta
um clima tropical quente umido, com temperaturas médias elevadas (23 a 26°C)
durante o ano, com maximas diarias de 34 a 37°C; os indices de pluviosidade anual
acusam valores de 1.700 a 1.800 mm e ocorrem duas estagdes climaticas bem
definidas - inverno seco e verao chuvoso (ZAPPI et al., 2011; PMAF, 2021).

A vegetacdo é formada predominantemente por Floresta ombrofila aberta e
densa, Floresta estacional semidecidual e decidual e disjungdes de cerrado (ZAPPI et
al.,, 2011; PMAF, 2021). As principais atividades econémicas sao prestacao de
servigos (turismo ecoldgico, bares e restaurantes, supermercados e lojas variadas),
agricultura, principalmente soja, milho e arroz e pecuaria leiteira e de corte (IBGE,
2021; PMAF, 2021).

Os seis fendtipos de B. arborea foram coletados na propriedade de Terezinha
Ruella de Oliveira (T.R.O), localizada na Estrada Vicinal 1% Oeste, a 13km da area
urbana de Alta Floresta. O fendtipo de B. orellana foi coletado no Bairro Boa
Esperanga, rua Perimetral NW, n° 1.300, no perimetro urbano de Alta Floresta (Figura

1). Os dois locais de coleta estdo a uma distancia aproximada de 5km (Figura 2).
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Figura 1. Localizacdo das areas de coleta de Bixa arborea e Bixa orellana no municipio de
Alta Floresta - MT, Brasil. Fonte: Marcos V. P. Poletto.
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Figura 2. Areas de coleta das espécies Bixa arborea e Bixa orellana no municipio de Alta Floresta — MT

(2020). Fonte: Thatielen Furini.
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As coletas dos fenétipos foram realizadas mediante a retirada de ramos férteis e
herborizados de acordo com técnicas usuais (FIDALGO e BONONI, 1989); as
identificagbes foram confirmadas com base nas obras originais (LINNAEUS, 1753;
HUBER, 1910) e informagdes disponiveis no site Flora do Brasil (ANTAR, 2020); os
materiais foram preparados e incorporados na colecido do Herbario da Amazénia
Meridional (HERBAM), da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus

Universitario de Alta Floresta.

2.2 Estudo morfolégico dos fenétipos de Bixa

As diagnoses morfolégicas de B. arborea e B. orellana foram realizadas no
Laboratério de Morfologia Vegetal, localizado nas dependéncias do HERBAM, entre
marco e setembro de 2020. Foram realizadas a partir de informacgdes qualitativas e
quantitativas dos espécimes, fazendo uso de materiais desidratados (partes
vegetativas e carpoldgicas) e reidratados (flores) com o uso de régua, papel
milimetrado e um estereomicroscépio (Figura 3). A terminologia foi baseada em
Radford et al. (1974) e Barroso et al. (1999); para a realizagdo das ilustragdes,

imagens dos caracteres diagndsticos dos espécimes foram selecionados e ilustrados

por especialista na cidade de Vigosa, Estado de Minas Gerais.

Figura 3. Inicio da analise de caracterizagcdo morfolégica dos fen(’)tipo de B. arborea e B.
orellana no HERBAM.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio das diagnoses morfoldgicas foi possivel verificar varias caracteristicas
importantes na distingdo dos individuos analisados, aqui nomeados de fendtipos: tipo
de base do limbo foliar, numero de estames por flor, formato e comprimento do apice
do fruto, presencga ou auséncia de espinhos nos frutos, e comprimento e flexibilidade
dos espinhos. Demonstraram-se, importantes, na distincdo dos fendtipos

apresentados na chave de identificacdo a seguir.

A relevancia da morfologia vegetal na interpretacdo da variabilidade fenotipica
pode ser observada no trabalho de Suassuna et al. (2016), que realizaram a
caracterizacdo de variedades de amendoim (Arachis hypogaea L, Fabaceae)
provenientes do Parque Nacional do Xingu, estado de Mato Grosso, onde
diferenciaram 14 variedades cultivadas pelos indios Kayabi, destacando-se o habito
de crescimento, altura e pigmentacao da haste, indumento foliar, cor do estandarte e
do ginoforo, comprimento do fruto, padrao de constricao e tipo de apice do fruto, e

comprimento e cor da semente.

Chave para identificagao de seis fenotipos de B. arborea e B. orellana em Alta
Floresta, Mato Grosso

1.  Frutos totalmente cobertos por espinhos, 4-9,6 mm compr., flexiveis
................................................................................................. Bixa orellana

1. Frutos papilosos ou parcialmente cobertos por espinhos, 0,1-1,8 mm compr.,
NAO fIEXIVEIS ..ovviieeeei e Bixa arborea

2.  Frutos com apice mucronatiforme longo, 3-6 mm compr.
........................................................................... B. arborea fenétipo 4

2. Frutos com apice mucronatiforme curto, 0,8-2,8 mm compr., raramente
truncado

3.  Frutos com espinhos evidentes ao longo das faces, espinhos maiores
1,3-2,5 mm compr.

4. Folhas com base truncada; frutos 2,6-3,2 x 1,8—2,7 cm, elipticos

raramente obovados ..........ccceeiiiiiiiieeineee B. arborea
.......................................................... fenétipo 5

4. Folhas com base cordada; frutos 2,4-3,3 x 24-29 cm,
transversalmente  eliptiCoS..........ceeiiiiiiiiiiiiin B.
ArDOIA.........cee e fendtipo 6

3.  Frutos lisos ou raramente com espinhos vestigiais e esparsos, quando
presente 0,1-0,5 mm compr.
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5.  Flores com 203-300 estames; frutos curtamente elipticos a
transversalmente elipticos

6. Flores com 230-285 estames; frutos curtamente
elipticos,.....oovvvveeiiceeeee B. arborea fenétipo 1

6. Flores com 203-300 estames.......ccccccomririvrnnnniinnnnnn. B.
arborea fenétipo 2

5. Flores com 397-460 estames; frutos curtamente oblongos
.......................................................... B. arborea fenétipo 3

3.1 Bixa arborea Huber, Bol. Mus. Goeldi Hist. Nat. Ethnogr. 6: 87. 1910.

Arbustos a arvores, 3-7 m alt.; ramos jovens lepidotos, com nectarios extraflorais
nos nos, elevados, sésseis, planos, obovados, circulares a semicirculares. Estipulas
caducas. Folhas alternas, simples, peciolo cilindrico, lamina ovada, margens sinuosas
a levemente sinuosas. Inflorescéncias em paniculas terminais; bracteas caducas
presentes nas ramificagdes das inflorescéncias; pedicelo geralmente com cinco
nectarios extraflorais abaixo do calice, lenticulares; flores pentameras, actinomorfas,
dialissépalas e dialipétalas; estames livres, anteras rimosas; ovario unilocular,
bicarpelar, évulos com placentagéo parietal, estilete terminal, estigma lobado. Fruto
tipo capsula loculicida, bivalvar, papiloso ou curtamente equinado, espinhos nao
flexiveis quando presentes, indeiscente. Sementes numerosas, glabras,

obtriangulares, testa carnosa, alaranjada, arilo branco, discreto.

B. arborea assemelha-se a B. orellana quanto as caracteristicas vegetativas e
florais (calice, corola e androceu), mas facilmente diferenciada pelos frutos
comprimidos e esparsamente papilosos (HUBER, 1910), enquanto que a segunda

espécie possui frutos ndo comprimidos e equinados, com espinhos flexiveis.

No presente trabalho foi possivel verificar que raramente os frutos sao papilosos
(tubérculos diminutos), sendo muito comum a presenga de espinhos curtos nos
materiais analisados de Alta Floresta, que variam desde 0,1 até 2,5 mm de
comprimento, sempre rigidos (ndo flexiveis), o que pode ser enquadrado como frutos
curtamente equinados. Informag¢des ndo encontradas até agora na literatura de
taxonomia (HUBER, 1910; BAER, 1976; POPPENDIECK, 1981; CHRISTENHUSZ,
2012), nem no site da Flora do Brasil (ANTAR, 2020).
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Também foi proposto para os frutos das duas espécies o uso do termo
“mucronatiforme” como uma adaptagao a terminologia proposta por Radford et al.,
(1974), como sendo aquele apice com a proporcao 3:1 (comprimento x largura), reto

e rigido, util na distingdo dos fendtipos estudados.

A espécie nao é endémica do Brasil e ocorre em Floresta Ciliar ou Matas de
Galeria, Floresta de Terra Firme, Floresta Ombrofila dos dominios fitogeograficos:
Amazédnico e de Mata Atlantica, estando presente nos estados do Acre, Amazonas,
Para, Rondénia, Tocantins (Norte), Bahia (Nordeste), Mato Grosso (Centro-Oeste),
Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo (Sudeste) (LLERAS, 2012; ANTAR, 2020).
Conhecida popularmente como urucu-da-mata no Estado de Mato Grosso, ocorre em
Floresta Ombrofila Aberta Submontana com Cipds, Floresta Ombréfila Densa Aluvial
e Submontana e em Formagéo Savanica Parque com Floresta de Galeria (BORGES
et al., 2014).

Em Alta Floresta foi coletada em uma area de Floresta Ciliar, caracterizada como
uma monodominancia devido a densidade de individuos na area, além de individuos
esparsos em alguns trechos da propriedade. Segundo Lleras (2012), estudos
fitossociologicos indicam que a espécie € bastante frequente nas areas de ocorréncia,
sendo encontrado até 266 individuos por hectare. Em alta densidade das populacdes
de B. arborea ha uma garantia de uma alta variabilidade fenotipica, pois quanto maior
a populacao, maior é o fluxo génico e a variabilidade genética intrapopulacional
(KAGEYAMA e GANDARA, 1998; PRIMACK e RODRIGUES, 2001; NEWBOLD et al.,
2015). No entanto, populagdes pequenas e isoladas geralmente estéo sujeitas a perda
da variabilidade genética devido ao aumento da endogamia e deriva genética
(PRIMACK e RODRIGUES, 2001; CUSHMAN et al., 2016) o que € o caso das

populagdes estudadas.

Bixa arborea € uma espécie que ocorre em ambientes proximos a corpos d’agua,
geralmente associados a vegetacgao riparia ou ciliar (SILVA et al., 2017). A populacao
de B. arborea amostrada apresentou uma alta densidade de individuos, o que pode
ser influenciado pela relagdo, solo agua e planta, pois diversos estudos mostram que
monodominancia e a alta abundancia de espécies vegetais em determinados
ambientes se deve a essa relagdao (VAN DER VALK, 1981; ARIEIRA e CUNHA, 2006).

18



3.2 Bixa arborea fenétipo 1. Figura: 4A-C

Arvore, 6 m alt. Estipulas 9-10 mm compr., lanceoladas. Peciolo 3,5-7,5 cm
compr., glabrescente a esparsamente lepidoto, lamina 9-19 x 6-11,2 cm, base
cordada, apice cuspidado a caudado, face adaxial glabra e face abaxial esparsamente
lepidota. Bracteas 5-6 x 3,54 mm, oblongas, caducas; pedicelo 6-8 mm compr.;
sépalas 7,5-8 x 8-9 mm, oblatas, esparsamente lepidotas, cimbiformes, pétalas 22—
27 x 13—15 mm, obovadas, glabras, pontos translucidos e rajas alaranjadas presentes;
230-285 estames, filetes 14—18 mm compr., anteras 1,3—1,8 mm compr.; ovario 2,8—
3 x 2,7-3 mm, ovado, espinhos presentes, estilete 15-16 mm compr., estigma 0,3—
0,5 mm compr. Frutos 1,6-3 x 1,8-2,8 cm, curtamente elipticos, base aguda, apice
mucronatiforme curto, 1-1,7 mm compr., lisos, raramente com espinhos curtos, 0,1—
0,5 mm compr., linhas transversais evidentes; (1-)3-13 sementes, 4,2-5 x 2,3-3,8
mm, obtriangular, sarcotesta rugosa, caramelo. Material testemunho: J. M. Fernandes
et al., 1554 (HERBAM), T. Furini et al., 04 (HERBAM).

Comentario: o fendtipo 1 foi coletado a 10 metros da margem do rio e cerca de
6 metros de altitude em relagéo ao nivel do rio (239 metros de altitude em relagao ao
nivel do mar), associado a um solo arenoso de encosta, parcialmente umido (Figura
5).
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Figura 4. Bixa arborea fenétipo 1 - A. ramo com folhas, B. fruto, C. semente; Bixa arborea
fendtipo 2 - D. folha, E. fruto; Bixa arborea fenétipo 3 — F. folha, G. inflorescéncia, H. gineceu,
. fruto. llustrador: Reinaldo Antonio Pinto.
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LAT: 9°47'42.61%%
LONG: 56°5'19.8

Figura 5. Area de localizagdo de Bixa arborea Huber fenétipo 1. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini.

3.3 Bixa arborea fenétipo 2. Figura: 4D-E

Arvore, 4 m alt. Estipulas ca 13 mm compr., lanceoladas. Peciolo 2,3—6,5cm
compr., lamina 12-21,3 x 4-10,3 cm, base levemente cordada a truncada, apice
cuspidado a caudado, faces adaxial glabra e abaxial lepidota. Bracteas 4—6 x 3,5-4
mm oblongas, caducas; sépalas 8,5-9 x 8-9 mm, oblatas a circulares, lepidotas,
pontos translucidos alaranjados no apice, pétalas 26-30 x 16—-20 mm, obovadas,
glabras, pontos translucidos e rajas alaranjadas presentes; 203—-300 estames, filetes
15-18 mm compr., anteras 1,5-2 mm compr.; ovario 2,5-3 x 2-2,1 mm, ovado,
espinhos presentes, estilete 16—17 mm compr., estigma 0,4-0,5 mm compr. Frutos
2,2-2,8 x 2,5-3,2 cm, transversalmente elipticos, base obtusa, apice mucronatiforme
curto, 1-2,8 mm compr., lisos, raramente com espinhos curtos, 0,1-0,5 mm compr.,
linhas transversais evidentes; 5-10 sementes, 4,5-5,0 x 4,0-4,8 mm, obtriangular,
sarcotesta rugosa, caramelo. Material testemunho: J. M. Fernandes et al., 1556
(HERBAM), T. Furini et al., 056 (HERBAM).

Comentario: o fendtipo 2 foi coletado as margens do rio com cerca de 1 metro
de altitude em relagéo ao nivel do rio. Esta localizado em uma area periodicamente

inundada com solo arenoso (Figura 6).
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Figura 6. Area de localizagdo de Bixa arborea Huber fenétipo 2. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini.

3.4 Bixa arborea fenétipo 3. Figuras: 4F-|

Arvore, 6,5 m alt. Estipulas ca. 15 mm compr., lanceoladas. Peciolo 4,0-7,5 cm
compr., lamina 12,6-24 x 8,7-15 cm, base cordada, apice curtamente cuspidado,
faces adaxial glabra e abaxial lepidota. Bracteas 4,8 x 2,5 mm amplo elipticas,
caducas; sépalas 8,5-9 x 5,5-8 mm, amplo elipticas, raramente circulares, lepidotas,
pontos translucidos alaranjados no apice; pétalas 15-29 x 8-14 mm, obovadas,
glabras, pontos translucidos e rajas alaranjadas presentes; 397-460 estames, filetes
14-16 cm compr., anteras 1,1-1,7 mm compr.; ovario 3-3,2 x 2,8-3 mm, ovado,
espinhos presentes, estilete 15-16,8 mm compr., estigma 0,2-0,6 mm compr. Frutos
2,6-3,5 x 1,8-2,3 cm, curtamente oblongos, base truncada a levemente aguda, apice
mucronatiforme curto, 0,8—2 mm compr., lisos, raramente com espinhos curtos, 0,1-
0,5 mm compr., linhas transversais evidentes; 3-8 sementes, 5-5,2 x 4,2—-4,5 mm,
obtriangular, sarcotesta rugosa, caramelo. Material testemunho: J. M. Fernandes et
al., 1557 (HERBAM), T. Furini et al., 06 (HERBAM).

Comentario: o fendtipo 3 foi coletado em uma area com solo arenoso, proximo
a margem do rio com cerca de 4 metros de altitude em relagéo ao nivel do rio (Figura
7).
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Figura 7. Area de localizagdo de Bixa arborea Huber fenétipo 3. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini.

3.5 Bixa arborea fenétipo 4. Figuras: 8A-B

Arbusto, 4 m alt. Estipulas 24 mm compr., lanceoladas. Peciolo 9—11 cm compr.,
lamina 28,5-30 x 17,6—20 cm, base truncada a cordada, apice cuspidado, faces
adaxial glabra e abaxial lepidota. Flores n&o observadas. Frutos 2,7—4 x 2,4-3 cm,
amplo elipticos, linhas transversais evidentes, espinhos curtos e esparsos, base
aguda, apice mucronatiforme longo, 3—-6 mm compr., espinhos 0,8—2 mm compr.; 6—
15 sementes, 3,2-5,2 x 2,7-3,5 mm, obtriangular, sarcotesta rugosa, caramelo
escuro. Material testemunho: J. M. Fernandes et al., 1560 (HERBAM).

Comentario: o fendtipo 4 foi encontrado nas margens do rio, em uma area com
solo periodicamente inundado, a 0,5 metro de altitude em relagdo ao nivel do rio
(Figura 9). Observa-se que o fendtipo 4 esta localizado na mesma altitude que o
fendtipo 5, mas o primeiro apresenta apice mucronatiforme longo entre 3 a 6 mm
compr., enquanto que o segundo possui apice mucronatiforme curto entre 1,0 a 2,0

mm compr.
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Figura 8. Bixa arborea fenétipo 4 — A. ramo com folhas, B. fruto; Bixa arborea fenétipo 5 — C.
folha, D. fruto; Bixa arborea fenétipo 6 — E. folha, F. fruto. llustrador: Reinaldo Antonio Pinto.
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LAT: 9°47°44.11"S
LONG: 56°5'21.33"0
ALT: 4m

Figura 9. Area de localizagdo de Bixa arborea Huber fenétipo 4. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini.

3.6 Bixa arborea fenétipo 5. Figura 8C-D

Arbusto, 5 m alt. Estipulas 15mm. Folhas alternas, peciolo 4,7-9 cm compr.,
lepidoto, lamina 20,6-26,3 x 12,2-15,2 cm, base truncada, apice cuspidado, faces
adaxial glabra e abaxial lepidota. Flores ndo observadas. Frutos 2,6-3,2 x 1,8-2,7 cm,
elipticos, raramente obovados, base aguda, apice mucronatiforme curto, 1,0-2,0 mm
compr., raramente truncado, espinhos maiores 0,3-1,8 mm compr., linhas
transversais evidentes; 4-13 sementes, 5,0-5,3 x 3,8-5,1 mm obtriangular, sarcotesta

rugosa, caramelo. Material testemunho: J. M. Fernandes et al., 156568 (HERBAM).

Comentario: fendtipo 5 foi encontrado as margens do rio, em solo argiloso e
submetido a frequente inundagao, com altitude de 0,5 metro ao nivel do rio (Figura
10).
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Figura 10. Area de localizagdo de Bixa arborea Huber fenétipo 5. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini.

3.7 Bixa arborea fenétipo 6. Figuras: 8E-F.

Arvore, 3 m alt. Estipulas ndo observadas. Peciolo 5,0-6,5 cm compr., lepidoto,
ldmina 15,8-16,3 x 10,5-11,3 cm, base levemente cordada a truncada, apice agudo
a cuspidado, faces adaxial glabra e abaxial lepidota. Bracteas nao observadas;
sépalas 8-9 x 6-8 mm, amplo elipticas a circulares, lepidotas, pontos translucidos
alaranjados no apice; pétalas 24-28 x 12-15 mm, obovadas, glabras, pontos
translucidos e rajas alaranjadas presentes; 295-339 estames, filetes 15-18 mm
compr., anteras 1,3—-1,7 mm compr.; ovario 3-3,3 x 3 mm, romboide, espinhos
presentes, estilete 17-18,5 mm compr., estigma 0,8-0,1 mm compr. Frutos 2,4-3,3 x
2,4-29 cm, transversalmente elipticos, base aguda, apice mucronatiforme curto, 1,0—
1,5 mm compr., espinhos maiores 1,3-2,5 mm compr., linhas transversais evidentes;
6—-12 sementes, 4,5-5 x 3,5-3,8 mm, obtriangulares, sarcotesta rugosa, caramelo.
Material testemunho: J. M. Fernandes 1559 (HERBAM), T. Furini et al., 07 (HERBAM).

Comentario: o fendtipo 6 esta localizado a cerca de 30 metros de distancia da
margem do rio e cerca de 8 metros de altitude em relagdo ao nivel do rio. Esta
localizado na borda do fragmento florestal, em um solo arenoso e parcialmente umido
(figura 11).
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Figura 11. Area de localizagdo de Bixa arborea Huber fenétipo 6. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini.

3.8 Bixa orellana L., Sp. PI. 1: 512. 1753. Figuras: 12A-E.

Arbustos a arvores, 4 m al.; ramos jovens cilindricos, ferrugineos, lepidotos;
estipulas 2,5-3 mm compr., estreitamente triangulares, caducas. Folhas simples,
alternas, peciolo 2—7 cm compr., lamina 6,5-13 x 3,5-8,5 cm, cordiforme, base
truncada, apice caldado, raramente cuspidado, faces adaxial e abaxial esparsamente
lepidotas, tricomas glandulares ndo observados. Inflorescéncia paniculada, terminal;
2 bracteas, 0,9—1 x 0,3-0,5 cm, cimbiformes, caducas, com um nectario lenticular
proximo a base de cada uma; flores pediceladas, pedicelo 6—8 mm compr. Com 5
nectarios terminais, conspicuos; 5 sépalas, 1-1,1 x 1,1-1,3 cm, oblatas, cimbiformes,
livres, esparsamente lepidotas externamente, esverdeadas; 5 pétalas, 2,5-2,9 x 1,3—
1,9 cm, obovadas, irregulares, livres, glabras, lilases; androceu ca. 390 estames,
livres, lilases, filetes 1,3—1,4 cm compr., anteras 1—-1,2 mm compr., rimosas; ovario 5—
6 x 3—4 mm, ovado, unilocular, bicarpelar, estrigoso, estilete 1,4-1,5 cm compr.,
estigma infundibuliforme compresso, bifido. Fruto tipo capsula loculicida, 3,5-4 x 3—
3,3 cm, ovado, nao comprimido, base obtusa, apice mucronatiforme, epicarpo verde
ou vermelho, equinado, espinhos flexiveis, 4-9,6 mm compr.; 40 sementes de 4,9-5
x 4-4,3 mm, obdeltada, sarcotesta avermelhada, arilo branco na base. Material
testemunho: T. Furini & C. E. Felito 01, 02 (HERBAM), 21.1X.2019, fl., T. Furini & C.
E. Felito 03 (HERBAM).
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Figura 12. Bixa orellana — A. ramo com folhas, B. Inflorescéncia, C. Gineceu, D. frutos, E.
semente. llustrador: Reinaldo Antonio Pinto.

Comentario: Bixa orellana € caracterizada pela presenga de glandulas
conspicuas e esverdeadas no apice do pedicelo, frutos equinados, deiscentes e
glabros, e pelas sementes com sarcotesta vermelho-alaranjada (EICHLER, 1871;
CHRISTENHUSZ, 2012), além de apresentar frutos ovados.

Possui distribuicdo Neotropical, com distribuicdo desde o México até a Argentina
(CHRISTENHUSZ, 2012). No Brasil, ocorre em todos os estados e no Distrito Federal,
na Amazobnia, Cerrado e Mata Atlantica, nos mais diversos tipos de vegetacao (BFG,
2018; ANTAR, 2020). Borges et al. (2014) nao apresentam B. orellana na obra “Flora
Arbodrea de Mato Grosso: tipologias vegetais e suas espécies”, provavelmente por ser

uma espécie com domesticagdo antiga na América do Sul.

Em Alta Floresta foi coletada em um quintal urbano, cultivada para producao de
sementes usadas no preparo de pigmento para consumo familiar, a cerca de 263

metros de altitude em relagédo ao nivel do mar (Figura 13).

ApoOs a analise da colecdo do HERBAM, verificou-se que nenhum espécime de

B. orellana depositado na cole¢do foi oriundo de areas nativas da regido de Alta

Floresta. Segundo Moreira et al., (2015), provavelmente o urucum selvagem (Bixa
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urucurana Willd.) seja o ancestral do urucum cultivado (Bixa orellana), que possui
frutos indeiscentes, indicando alteragdes na deiscéncia durante a sua domesticacgao,
também sdo menores e com menos pigmento (ndo usados como fonte de pigmento),
enquanto que o urucum cultivado possui frutos deiscentes, muitas sementes e
pigmento em abundancia. Atualmente, B. urucurana é considerada como sinénimo de
B. orellana (ANTAR, 2020).

De acordo com Dequigiovanni et al. (2018), em estudo da diversidade genética
de B. orellana, incluindo amostras selvagens e cultivadas, verificaram que é mais
elevada para as populagdes selvagens quando comparadas as populagdes cultivadas,
além disso indicam um sistema de cruzamento misto para a espécie entre populacoes
selvagens e cultivadas. O estudo mostrou que o distanciamento geografico das
populagdes de B. orellana proporciona uma maior variabilidade genética a espécie.
Isso contribui para uma diversificagao fenotipica intrapopulacional, o que se deve
sobretudo, a forma de reprodugao da espécie, que apresenta alta taxa de endogamia
(DEQUIGIOVANNI et al., 2018).

B. orellana embora seja muito utilizada comercialmente, é facilmente encontrada
de forma nativa, sobretudo em fragmentos antropizados (DEQUIGIOVANNI et al.,
2017). Essa espécie € muito utilizada por grande parte da populagdo de toda a
América Latina e vem sendo selecionada e cultivada ha muito tempo, gerando novos
cultivares (CLEMENT et al., 2010; MOREIRA et al., 2015): Em um estudo Barbosa-
Filho et al., (1998) relataram 4 variedades de B. orellana que eram cultivadas na
Paraiba: Casca verde”, “Casca vermelha”, Bico de calango” e “Grao preto”. A Embrapa
buscando o melhoramento genético e o aumento da qualidade de bixina presente nas
sementes de B. orellana, desenvolveu dois cultivares Embrapa 36 e Embrapa 37
(POLTRONIERI et al., 2001). No Brasil sdo geralmente utilizados em plantagdes os
cultivares Piave Vermelha, Wagner, Peruana Para, Bico de Pato, Peruana Paulista e
Piave Verde Limao (POLTRONIERE et al., 2001; FRANCO et al., 2008; FILHO et al.,
2018). As caracteristicas reprodutivas, o isolamento geografico e as influéncias
ambientais, bem como a manipulagao antropica da espécie por anos tem garantido a
diversidade e plasticidade fenotipica encontrada na espécie (DEQUIGIOVANNI et al.,
2017; DEQUIGIOVANNI et al., 2018; FARIA et al., 2019).
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Thatielen Furini.

4. CONCLUSOES

As duas espécies analisadas apresentaram muitas semelhangas morfoldgicas
entre si, principalmente quanto a caracteres vegetativos e florais, contudo, diferiram
em relagdo aos frutos. Bixa arborea apresenta frutos comprimidos, base aguda,
esparsamente papilhosos ou com espinhos néo flexiveis (rigidos), enquanto que Bixa
orellana apresenta frutos ndo comprimidos, base obtusa e equinados com espinhos
flexiveis.

Os fendtipos de B. arborea analisados em uma Unica populagao apresentaram
diferencas quanto ao tipo de habito, tipo da base foliar, numero de estames, tamanho
e formato dos frutos, comprimento dos apices dos frutos, presenca de papilas ou de
espinhos nos frutos e comprimento dos espinhos nos frutos. Para as sementes néo

foram encontradas diferengas morfologicas entre os fenétipos.
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5. CAPITULO 2

QUANTIFICAGAO DO DNA NUCLEAR E CARACTERIZAGAO BIOMETRICA DOS
FRUTOS DE Bixa arborea e Bixa orellana

FURINI, Thatielen; M. Sc; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO Calos
Alberto Reyes Maldonado; mar¢co de 2021. Quantificagdo do DNA nuclear e
caracterizagado biométrica dos frutos de Bixa arborea e Bixa orellana. Professora
Orientadora: Dr? Isane Vera Karsburg. Coorientador: Prof Dr. José Martins Fernandes

RESUMO

Bixa arborea e Bixa orellana sao ricas em carotenoides, compostos antioxidantes e
vitaminas, e por isso muito utilizadas pela populacdo como fonte de alimento e
remédios. Estas duas espécies sao muito semelhantes morfologicamente, tornando-
se, necessaria, a caracterizagdo genética por meio da analise da quantidade de DNA
nuclear. Assim, esse trabalho teve como objetivo fazer a quantificacdo do DNA nuclear
de Bixa arborea e Bixa orellana. Para isso foi realizada a biometria dos frutos das
duas, além de analise do conteudo de DNA por meio de citometria de fluxo. A
quantidade de DNA nuclear ndo apresentou diferenga significativa entre as duas
espécies e entre os individuos de B. arborea. Dessa forma, podemos concluir que as
duas espécies ndo possuem diferenga significativa no tamanho do genoma, sendo o
formato do fruto e a quantidade de sementes o mais indicado para separar as duas
especies.

Palavras-chave: citometria de fluxo; material genético; cromossomos.

ABSTRACT

Bixa arborea and Bixa orellana are rich in carotenoids, antioxidant compounds and
vitamins, and are therefore widely used by the population as a source of food and
medicines. These two species are very similar morphologically, making genetic
characterization necessary by analyzing the amount of nuclear DNA. Thus, this work
aimed to quantify the nuclear DNA of Bixa arborea and Bixa orellana. For this, the
biometrics of the fruits of the two were carried out, in addition to analysis of the DNA
content by means of flow cytometry. The amount of nuclear DNA showed no significant
difference between the two species and between individuals of B. arborea. Thus, we
can conclude that the two species have no significant difference in the size of the
genome, with the shape of the fruit and the quantity of seeds being the most suitable
to separate the two species.

Keywords: flow cytometry; genetic material; chromosomes.
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1. INTRODUGAO

No Brasil existem cerca de 33.099 espécies de angiospermas, muitas delas
utilizadas como alimentos, plantas medicinais ou fitoterapicos (CALIXTO, 2005;
CRAGG e NEWMAN 2013; MENEGUELLI et al. 2017; BFG 2018). Dentre elas estao
as espécies do género Bixa L. (Bixaceae), conhecidas como urucum, algumas
utilizadas pela populagao para fins alimenticios e medicinais (GARCIA et al. 2012;
PILLAI et al. 2018), como Bixa arborea Huber e Bixa orellana L. Embora as duas
espécies sejam nativas do Brasil, ndo sdo endémicas do nosso territério, ocorrendo
em toda a América do Sul (RADDATZ-MOTA et al. 2017). Sdo morfologicamente
proximas e exploradas pela populacdo, que utiliza os frutos para a extracdo do
pigmento e as folhas como fitoterapico (CASTRO et al. 2009; RADDATZ-MOTA et al.
2017).

As espécies se diferenciam além dos aspectos morfoagrondmicos, por padroes
genotipicos distintos (ALMEIDA et al., 2006; LOMBELLO e PINTO-MAGLIO, 2014). A
maior parte dos estudos citogenéticos para o género Bixa tem demonstrado que B.
arborea diferencia-se de B. orellana, pois apresenta 2n = 14 cromossomos
(LOMBELLO e PINTO-MAGLIO, 2014). Neste um par de cromossomo com o dobro
do tamanho dos demais, 0 que caracteriza um cariétipo bimodal para a espécie
(MORAWETZE 1986; LOMBELLO e PINTO-MAGLIO, 2014). B. orellana apresenta 2n
= 16 cromossomos (KRISHNAN e AYYANGAR, 1987) e também apresenta um
caridtipo bimodal. No entanto, estudos citogenéticos ainda sdo necessarios para
aumentar o conhecimento do caridtipo das espécies devido a ampla distribuigao

geografica que elas apresentam (JHA e NATH, 2016).

A biometria dos frutos € um processo que é muito utilizado em estudos de
melhoramento genético (PINA-RODRIGUES 2002). Isso acontece porque essa
metodologia permite verificar a relagdo da variabilidade com os fatores ambientais em
que a planta esta submetida (GONCALVES et al. 2013). Aliado a isso, o estudo da
biometria dos frutos permite tragar estratégias para germinagéo e produgao de mudas
para espécies com potencial madeireiro ou de restauracdo florestal (PINA-
RODRIGUES, 2002), estudo da propagacgao das espécies (BASKIN e BASKIN, 1998;
ALVES et al. 2007) garantindo o uso racional da flora (GUSMAO et al. 2006;
BARROSO et al. 2016). Em suma, o estudo da biometria dos frutos fornece meios

para diferenciar espécies que fazem parte de um mesmo género que apresentam
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semelhangas anatdbmicas e morfolégicas bem variadas (CRUZ et al. 2001), até

mesmo entre espécimes.

Por sua vez, a citometria de fluxo € um método vantajoso que permite
quantificar o tamanho do genoma em plantas (COSTA, 2018). Esse método tem se
mostrado como uma boa alternativa por diversos motivos: pode-se preparar e analisar
diversas amostras em um mesmo dia, ndo necessita de células em divisédo e é néo
destrutiva (BENET E LEITCH, 1995; FERNANDES, 2015). Deste modo, a quantidade
de DNA de uma espécie pode ser mensurada através desse processo, que € muitas
vezes usado para contar, examinar e classificar particulas microscopicas além de
analisar as caracteristicas fisicas e quimicas dos liquidos celulares (FALEIRO, 2012).
Isso permite encontrar além do caridtipo das espécies, possiveis anomalias e
aberragdes celulares no material analisado (BENET E LEITCH, 1995; DOLEZEL,
1997).

Além disso, Dolezel (1997) assinala que a utilizagdo da citometria de fluxo pode
ser um importante aliado no melhoramento de plantas, nos seguintes processos:
estabelecimento do nivel de ploidia, identificacdo de haploides e duplo-haploides em
culturas de anteras e ovarios, verificacdo de novos niveis de ploidia em resultados de
cruzamentos, deteccdo de aneuploides, uso no estudo da apomixia, da identificagao
do sexo em plantas dioicas, na identificacdo de hibridos, na identificacdo de
polissomatia, no acompanhamento do desenvolvimento da semente e na identificagao

do produto de fusdo de protoplastos.

Nesse contexto, a proposta deste capitulo é realizar um estudo sobre duas
espécies botanicas muito utilizadas na alimentacdo e também como fitoterapico, B.
arborea e B. orellana, para auxiliar a caracterizacdo das mesmas, permitindo
diferenciar uma da outra e criar bases para desenvolver estudos de melhoramento
genético dessas espécies. Desse modo buscamos quantificar o DNA nuclear e a

biometria dos frutos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e Cultura de
Tecidos Vegetais, da Universidade do Estado de Mato Grosso Calos Alberto Reyes

Maldonado - Campus Universitario de Alta Floresta.

Para realizagao deste estudo foi utilizado como amostra, folhas e frutos de B.

arborea e B. orellana coletadas em Alta Floresta-MT.

2.2 Obtencao do material vegetal

As duas espécies de Bixa pertencentes a familia Bixaceae foram coletadas em
Alta Floresta- MT. O municipio esta localizado na regido sul da Amazénia (56° 05' 10"
W e 09° 52' 32" S), apresenta um clima tropical quente umido, com temperaturas
médias elevadas (23 a 26°C) durante o ano, com maximas diarias de 34 a 37°C. Os
indices de pluviosidade anual acusam valores de 1.700 a 1.800 mm e ocorrem duas
estacdes climaticas bem definidas, inverno seco e verdo chuvoso (PEREIRA, 1995;
ZAPPIl etal., 2011). A vegetacéao é formada predominantemente por Floresta ombréfila
aberta e densa, Floresta estacional e Cerrado (ZAPPI et al., 2011; PMAF, 2021). As
principais atividades econbémicas s&o prestagdo de servigos, agropecuaria e
agricultura (IBGE, 2021; PMAF, 2021). As coordenadas do local de coleta das duas

espécies foram marcadas com GPS.

As variedades de B. arbdrea foram coletadas na propriedade de Terezinha
Ruella de Oliveira (T.R.O), localizada na Estrada Vicinal 1 Oeste, 1 Zona Rural ha
aproximadamente 13 km do municipio de Alta Floresta - MT. Quanto a espécie B.
orellana L. coletou-se dentro do perimetro urbano de Alta Floresta, localizada na rua

Perimetral NW, n° 1.300, Bairro Boa Esperanca (Figura 1).
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Sistema de Projecéo: SIRGAS 2000 UTM, Zona 21S

Figura 1. Localizagao das espécies de Bixa arbérea e Bixa orellana estudadas no municipio
de Alta Floresta — MT (2020). Fonte: Marcos Vinicius Pazdiora Poletto

O material foi incorporado ao Herbario da Amazénia Meridional-(HERBAM) da
Universidade do Estado de Mato Grosso, localizado no municipio de Alta Floresta -
MT.

2.3 Estudo biométrico dos frutos e sementes

Foram analisados 30 frutos de Bixa arborea e 30 frutos de Bixa orellana. Os
frutos foram secos em condigdes naturais antes de se iniciar os procedimentos

metodoldgicos.

No Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos da Universidade do Estado
de Mato Grosso, Campus de Alta Floresta selecionamos oito caracteristicas que foram
observadas sob auxilio de uma balanga de precisdo e um paquimetro digital, sdo elas:
comprimento total (cm), largura total (cm), espessura do fruto (cm), espessura do
pericarpo (mm), peso do fruto (mg), peso da semente (mg), peso do pericarpo (mg) e
numero de sementes por fruto (Figura 2, 3 e 4).
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Figura 3. Procedimentos metodologicos utilizados durante a realizagdo das analises
biométricas de B. arborea. A: Selecao de 30 frutos; B: peso do fruto (mg); C: comprimento
total do fruto (cm); D: largura total do fruto (cm); E: espessura do fruto (mm); F: peso (mg) e
contagem do numero de sementes por fruto; G: espessura do pericarpo (mm); H: peso do
pericarpo (mg).
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Figura 4. Procedimentos metodolégicos utilizados durante a realizacdo das andlises
biométricas de B. orellana. A: Selegao de 30 frutos; B: peso do fruto (mg); C: comprimento
total do fruto (cm); D: largura total do fruto (cm); E: espessura do fruto (mm); F: peso (mg) e
contagem do numero de sementes por fruto; G: espessura do pericarpo (mm).

O agrupamento dos fenétipos foi realizado por meio do método de agrupamento
UPGMA (ARRIEL et al., 2006), utilizando uma matriz de similaridade para os
caracteres analisados, que se mostrou o mais adequado em relagdo aos métodos
Ward e Vizinho mais préximo (LS). A importancia relativa dos caracteres em relagéao
a divergéncia genética entre as subamostras foi estudada segundo SINGH (1981). As

analises dos dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico R.

2.4 Citometria de fluxo

A analise de citometria de fluxo seguiu o protocolo proposto por Otto (1990) e
Galbraith et al., (1983), (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama metodoldgico para analise do conteudo de DNA nuclear dos tecidos
foliares de Bixa arborea e Bixa orellana por citometria de fluxo. Alta Floresta — MT (2020).
Fonte: Thatielen Furini

2.4.1 - Coleta do Material vegetativo

Amostras de folhas frescas dos acessos de Bixa arborea e B. orellana. foram
coletados, e posteriormente armazenadas em sacos plasticos luer lock, umedecidas
com agua destilada e acondicionadas em isopor com gelo seco e transportadas ao
Laboratdrio de Citogenética e Citometria Vegetal da Universidade Federal de Vigosa

— UFV para analise de citometria de fluxo.

2.4.2 - Extragoes dos fragmentos foliares

Foram realizadas extragdes de fragmentos de discos foliares de 2 cm? de folhas
jovens das espécies de Bixa arborea e Bixa orellana, tanto das amostras como do
padrao interno. O padréao interno utilizado foi Solanum lycopersicum L.

As amostras e o padrao de referéncia S. lycopersicum com o conteudo de DNA
conhecido de 2C = 2,00 picogramas, (PRACA-FONTES et al., 2011) foram juntamente
retalhados “chopped” (GALBRAITH et al., 1983) com auxilio de uma lamina de bisturi
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em uma placa de Petri, incluindo 0,5 mL de tampao de isolamento de nucleos OTTO
| & 4°C (OTTO, 1990) por 30 segundos. Este tampéao de isolamento, € suplementado
com 2,0 mM ditiotreitol-DTT (Sigma®) e 50ug mL' RNAse (Sigma®) (PRACA-
FONTES et al., 2011).

2.4.3 - Extragao do conteudo de DNA nuclear

De acordo com esse protocolo (PRACA-FONTES et al., 2011), amostras de
folhas de B. arborea e B. orellana foram colocadas em agua destilada a 4 °C, em
seguida retiradas, secas e cortadas. Em seguida as amostras foram cortadas em
pedacos menores em uma placa de Petri contendo 0,5 mL de OTTO-I tampéo de lise.
Apds incubacgao por 3 minutos, a suspenséo foi filtrada em filtro de nylon com 30 ym,
colocada em tubo de ensaio e enviada para a centrifugagao por 5 minutos a 1100 rpm.
Apos a retirada do sobrenadante, o sedimento foi corado e colocado por 30 minutos
no escuro a temperatura ambiente para reagir com o corante. Em seguida foi filtrado

e analisado no citdmetro de fluxo para a quantificagdo do DNA.

2.4.4 — Processamento e Quantificagao do DNA

O tamanho do genoma do género Bixa foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

2C (Cl) 2C
= (=) x
B 2 s

Onde:

2Cg: valor do conteudo de DNA 2C (pg) de cada espécie de Bixa.
C1: média do canal do pico GO / G1 das espécies de Bixa.

C2: média do canal do pico GO / G1 de S. lycopersicum.

2Cs: valor do conteudo de DNA 2C de S. lycopersicum (2,00 pg).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, observa-se que a quantidade de DNA nuclear entre B. arborea (0s
valores médios variaram de 0,575 pg a 0,624 pg) e B. orellana (0,589 pg +0,005) n&o

diferiram de forma significativa, embora as duas espécies apresentaram diferencas
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morfolégicas. Os resultados mostraram que ha formagdo de duas populagdes
distintas, que estao relacionados as duas espécies diferentes analisadas (figura 6).
Da mesma forma os 6 fenétipos de B. arborea analisados nao apresentaram
diferenca significativa entre eles, sendo o fend6tipo 1 o que apresentou maior
quantidade de DNA nuclear (0,624 pg £0,009), o fendtipo 5 foi o que apresentou menor
quantidade de DNA nuclear, (0,575 pg £0,005) (Tabela 1). Nao podemos afirmar que
existe variabilidade e existéncia de hibridos entre os fendtipos analisados, embora

eles apresentem diferengas fenotipicas marcantes.

Tabela 1. Conteudo de DNA (em pg) apresentado por cada um dos gendétipos analisados
através da Citometria de Fluxo

Conteldo de DNA

.Genétipos Canal (pg) (média) Desvio Padréo CV (%)
o aboreat _gog 082
e boreaz a3z O0%
Bixa arsoreas 1,09 05172 0.009 162
aasoreas 190 0% 0.004 162
o aboreas 7525 05T
o aboreat 7795 0819
Bixa orellana7 83,30 0.589ab 0.005 62

Bixa orellana 7 88,22

A quantidade de DNA nuclear depende da histéria evolutiva e adaptativa do
organismo e de como ele se adequou ao ambiente, refletindo no fendtipo (BENNET,
1972; SCHIFINO-WITTMANN, 2001). Embora, seja normal encontrar diferenga na
quantidade de DNA entre os individuos de uma mesma espécie, pois, isso decorre do
surgimento de estruturas no material genético, como novas bases nitrogenadas,
decorrentes de pequenos ajustes que o organismo vai sofrendo pelo contato com o
meio (DAMATTA et al., 2010; FREITAS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013), nossos
resultados nao apresentaram diferencga significativa, o que pode estar relacionado

com outros fatores que nado foram explorados nesse trabalho, como a perda da
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variabilidade genética devido ao aumento da endogamia e deriva genética, decorrente
do pequeno tamanho da populagao estudada (CUSHMAN et al., 2016)

Infelizmente estudos voltados para caracterizagdo genética de espécies do
género Bixa sdo muito escassos. No entanto hoje sabe-se que Bixa orellana é uma
espécie que possui um numero de cromossomos que pode variar de 2n = 14
(MUKHERJEE, 1975; ALMEIDA et al., 2006; HANSON et al., 2001; OHRI et al., 2004),
até 2n = 16 (SIMMONDS, 1954; KRISHNAN e AYYANGAR, 1987; RIVERA-MADRID
et al., 20006).

Outros estudos mostram que B. orellana possui 0,78 pg de DNA nuclear (OHRI
et al., 2004), o que difere consideravelmente dos nossos resultados. B. arbérea, por
sua vez, apresenta um numero de cromossomos 2n = 14 (MORAWETZ, 1986) e
pouquissimos estudos, o que pode estar relacionado ao fato de n&o ser explorada
economicamente e nem de forma tradicional pela populagado, que utiliza B. orellana
como fonte de sementes e folhas (LOMBELO e PINTO-MAGLIO, 2014;
DEQUIGIOVANNI et al., 2018). B. orellana é muito utilizada porque apresenta grandes
quantidades de compostos quimicos que sé sao encontrados em alto teor nesta
espécie, como apocarotenoides, bixina e norbixina, compostos fendlicos entre outros
que sao visados e usados principalmente como corante, na industria e pela populagao
(PACHECO et al., 2018).

O coeficiente de variagao (CV) para todas as analises foi 1,62% o0 que mostra
que as analises tiveram boa qualidade e, portanto, alta confiabilidade dos dados. O
CV mostra nitidez e resolugao do pico entre as fases G0/G1 e aponta a eficiéncia do
corante utilizado (GONCALVES et al., 2007). Alguns autores apontam que um CV
menor que 5% é o ideal (DOLEZEL e BARTOS, 2005).

E necessario salientar que os estudos que quantificam o DNA nuclear de
espécies de Bixa sao escassos (OHRI et al., 2004). A maior parte dos estudos de
caracterizagao genética envolvendo espécies desse género esta restrito a B. orellana,
como demonstrado nos estudos supracitados neste trabalho (ver MUKHERJEE, 1975;
ALMEIDA et al., 2006; HANSON et al., 2001; RIVERA-MADRID et al., 2006;
MORAWETZ, 1986).

Estudos genéticos envolvendo B. arborea sao inexistentes e, portanto, este
trabalho se encontra na vanguarda. Assim, estudos mais detalhados s&o necessarios
para aumentar o conhecimento genético dessas espécies, como estudos

citogenéticos e reprodutivos. Os estudos citogenéticos permitirdo avaliar se existe
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diferenga genética significativa entre as duas espécies analisadas, pois a analise atual
nao demonstrou diferengcas expressivas (PINTO-MAGLIO E PIEROZZI, 2015). Os
estudos reprodutivos, de forma geral, por sua vez, permitirdo saber se ha troca de
material genético entre essas duas espécies em ambientes onde elas coexistem
(KAGEYAMA et al., 2003; HEREFORD, 2010) e dessa aumentara o entendimento
sobre as relagdes de parentesco e da biologia evolutiva de B. arborea e B. orellana.

O dendrograma, construido por meio do método do UPGMA, com base em uma
matriz de distancia euclidiana utilizando a morfometria dos frutos, mostrou a formacéao
de dois grupos principais pelo método de Toucher: um formado pelo fenétipo 7 e um
outro formado pelos fendtipos 2 € 6, 3, 5 e 1 e 4. Neste caso, o fendtipo 7 se refere a
B. orellana, enquanto o segundo grupo é formado pelos fenétipos de B. arborea (figura
6). As variaveis que mais explicaram esse agrupamento foram em ordem decrescente:
numero de sementes, comprimento total, largura e espessura do fruto (tabela 2).
Esses resultados mostraram que entre espécies a variagdo genotipica pode
acompanhar a variagao fenotipica, embora em nossos resultados néo foi possivel
verificar isso. Esse fato pode estar relacionado com o baixo numero de amostra que
foi possivel coletar. No entanto, esse mesmo padrdo nao acontece com a variagao
intraespecifica, pois ndo parece existir relagao entre variagao genotipica e a variagao
fenotipica. No entanto, novas analises estatisticas sdo necessarias, com um numero
maior de amostras.

A anadlise de agrupamento, tem sido cada vez mais utilizada e busca por meio
de critérios de classificagado, agrupar genétipos variados com base em maior ou menor
semelhanca de caracteres (CRUZ et al., 2012). O método do UPGMA é o método mais
utilizado e mais popular entre as analises de agrupamento, sendo utilizado na biologia,
em analises genéticas, filogenéticas, evolutivas e ecolégicas (DHAESELEER, 2005).
Neste contexto um dendrograma pode mostrar as relagdes evolutivas entre os
individuos analisados com base nas caracteristicas fisicas (HUA et al. 2017). O
método do UPGMA foi 0 mais indicado, pois, foi 0 que apresentou maior correlagao

cofenética (0,98) para os dados biométricos analisados.
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Figura 6. Dendrograma obtido pelo método UPGMA para seis fenétipos de Bixa arborea e um
fenotipo de Bixa orellana em Alta Floresta — MT

Tabela 2. Contribuic&o relativa de oito variaveis para a divergéncia genética conforme Singh
(1981) dos frutos de Bixa arborea e Bixa orellana em Alta Floresta - MT

Variavel Contribuigao (%)

Numero de Sementes 67,46

Comprimento total do fruto 16,133
Largura do fruto 6,183
Espessura do Fruto 9,851

Peso do Fruto 0,229
Peso da Semente 0,060
Peso do Pericarpo 0,053
Espessura do Pericarpo 0,025

Algumas pesquisas mostram que o estudo da diversidade genética das
espécies vegetais pode ser realizado a partir de analises das caracteristicas
morfolégicas dos espécimes (SHYMOYA et al., 2002), pois dessa forma, pode-se
contribuir para o melhoramento genético, a partir da selecdo de gendtipos cada vez
mais produtivos ou resistentes. Isso acontece porque o gendétipo das espécies esta
estritamente dependente das caracteristicas ambientais (MENEZES et al., 2011),

como maior disponibilidade de nutrientes, agua e luminosidade.

48



4. CONCLUSOES

Nossa analise ndao mostrou diferenca significativa no que se refere a
quantidade de DNA nuclear entre espécies, nem intraespécies. Esses resultados
podem estar relacionados com as caracteristicas dos grupos de individuos utilizados
como fonte de material: ambos eram formados por populacdes pequenas e no caso
de B. orellana, foi utilizado um uUnico individuo como amostra.

Em contrapartida a biometria dos frutos e a analise de agrupamento foi eficiente
em formar dois grupos distintos, portanto, o fruto demonstrou ser uma boa estrutura

para a diferenciagao interespecifica.
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