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RESUMO GERAL

Medusantha martiusii (Benth)Harley & JFP Pastore é uma espécie vegetal da
familia Lamiaceae e é endémica do Brasil. E um arbusto perene com florag&o globosa
com aroma caracteristico, frequentemente encontrada no semiarido no bioma
Caatinga e Cerrado. A espécie habita ambientes marcados pelo estresse, resultado
das temperaturas altas, forte radiacdo solar, elevadas taxas de evapotranspiracao,
balango hidrico negativo e solos de baixa fertilidade, além da escassez e
irregularidades das chuva e secas ciclicas. Alfazema de caboclo, como é conhecida
pelas comunidades, tem relevancia social e econdmica. O cha de suas folhas é
amplamente usado em tratamentos de inflamacdo na garganta. Ensaios
farmacologicos do oOleo essencial comprovaram a riqueza quimica dos seus
compostos constituintes, como cineol, careno e cariofileno com atividades biolégicas
e propriedades citotoxicas e antimicrobiana, além de inseticida contra o mosquito
Aedes aegypti e Bemisia argentifolii (mosquito da dengue e mosca das frutas,
respectivamente). O objetivo deste trabalho foi caracterizar populacbes
de Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, por meio da andlise
ecogeografica dos ambientes de ocorréncia, da avaliacdo morfo-agronémica de seus
acessos, do perfil fisico-quimico de suas sementes e da investigacao da diversidade
genético-molecular, visando gerar subsidios para conservagdo, manejo e uso
sustentavel desta espécie de alto valor fitoterapico localizadas no estado da Bahia-
Brasil. O Capitulo | — ESTUDOS ECOGEOGRAFICOS E PRODUGAO DE OLEO
ESSENCIAL DE Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore (Lamiaceae)
caracterizou o ambiente de 18 sitios de ocorréncia natural da espécie quanto aos
aspectos climaticos, geogréficos e edaficos e, também, a producéo de 6leo essencial
nestes ambientes. O estudo indicou que Medusantha martiusii tem predominancia de
ocorréncia em regifes semiaridas, com solos de baixa fertilidade, e ampla faixa de
adaptacédo térmica com ocorréncias que vai desde regiées montanhosas de relevos

elevados até regides de baixa altitude em zonas climaticas de poucas chuvas e mal



distribuidas. A média de teor de 6leo encontrado foi de 2,08% e uma correlacédo forte
positiva com Fe e negativa com Zn foi registrada. O Capitulo Il — IMAGEM
MULTIESPECTRAL E ANALISE MULTIVARIADA NA CARACTERIZACAO DE
SEMENTES DE Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore - teve como
objetivo caracterizar sementes de 11 populacdes dessa espécie através do uso de
Raio X e da técnica de imagem multiespectral. O estudo indicou que sementes desta
espécie apresentaram heterogeneidade, tanto nos aspectos fisicos quanto quimicos,
com identificacdo de importantes diferencas nos atributos de tamanho e textura, além
de indicadores de qualidade fisioldgica, de maturacao, vigor e viabilidade. No Capitulo
Il - MARCADORES ISSR NA CARACTERIZACAO GENETICA DE POPULAQ@ES
DE Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore - foram caracterizados 165
loci com nove marcadores moleculares. As populacdes AMD (América Dourada), UMB
(Umburanas), ITU (Ituacu), MDC (Morro do Chapeu) e SAB (Seabra) apresentaram a
maior diversidade genética (Nei e Shannom) enquanto as JRB (Jeremoabo) e MRC
(Maracas) as menores. Os individuos das populacdes ITU (ltuacu) e SDE (Saude) séo
0s mais similares geneticamente(0,148) enquanto MRC e JGR (Jaguarari) os mais
distantes.0 CAPITULO IV- CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE
GENOTIPOS DE Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore, aborda a
diversidade fenotipica de 13 populacdes com base em descritores qualitativos e
guantitativos que podem auxiliar em acdes de coleta e conservacdo do germoplasma
da espécie. Alguns descritores foram importantes para separar as populacées em
grupos de acordo com as suas semelhancas e diferencas como a area foliar, nUumero
de perfilhos e peso seco da folha. Este topico identificou as populacdes MRC e ABA
como as de maiores distancias genéticas e MDC e JCB como as de menores
distancias genéticas segundo a matriz de distancia de Mahalanobis. Os genotipos
coletados em ABA, RDC, JGR, SAB e CSC apresentam caracteristicas agronémicas

superiores, sendo, por isso, indicadas para uso em programas de melhoramento.

Palavras-chave: Plantas Medicinais, ecogeografia, genotipagem, fenotipagem.



GENERAL SUMMARY

Medusantha matrtiusii (Benth) Harley & JFP Pastore is a plant species of the
Lamiaceae family and is endemic to Brazil. It is a perennial shrub with globose flowers
and a characteristic aroma, often found in the semiarid regions of the Caatinga and
Cerrado biomes. The species inhabits environments characterized by stress, resulting
from high temperatures, strong solar radiation, high evapotranspiration rates, negative
water balance, and low-fertility soils, in addition to scarce and irregular rainfall and
cyclical droughts. Alfazema de caboclo, as it is known by the communities, has social
and economic importance. Tea made from its leaves is widely used to treat sore
throats. Pharmacological tests of the essential oil have demonstrated the chemical
richness of its constituent compounds, such as cineole, carene, and caryophyllene,
with biological activities and cytotoxic and antimicrobial properties. It also acts as an
insecticide against the Aedes aegypti mosquito and Bemisia argentifolii (dengue
mosquito and fruit fly, respectively). The objective of this study was to characterize
populations of Medusantha martiusii (Benth.) Harley & JFB Pastore through

ecogeographic analysis of their habitats, morpho- and gronomic evaluation of their
accessions, physical and chemical profile of their seeds, and investigation of their

genetic and molecular diversity. This study aimed to generate support for the

conservation, management, and sustainable use of this species of high
phytotherapeutic value located in the state of Bahia, Brazil. Chapter | —
ECOGEOGRAPHIC STUDIES AND ESSENTIAL OIL PRODUCTION OF Medusantha
martiusii (Benth.) Harley & JFB Pastore (Lamiaceae) — characterized the environment
of 18 natural occurrence sites of the species regarding climatic, geographic, and
edaphic aspects, as well as essential oil production in these environments. The study
indicated that Medusantha martiusii occurs predominantly in semiarid regions with low-
fertility soils and a wide range of thermal adaptations, ranging from mountainous
regions with high relief to low-altitude regions in climate zones with little and poorly
distributed rainfall. The average oil content found was 2.08%, and a strong positive
correlation with Fe and a negative correlation with Zn was recorded. Chapter Il —
MULTISPECTRAL IMAGING AND MULTIVARIATE ANALYSIS IN THE
CHARACTERIZATION OF SEEDS OF Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB

Pastore - aimed to characterize seeds of 11 populations of this species through the



use of X-ray and the multispectral imaging technique. The study indicated that seeds
of this species presented heterogeneity, both in physical and chemical aspects, with
identification of important differences in size and texture attributes, in addition to
indicators of physiological quality, maturity, vigor, and viability. In Chapter Il - ISSR
MARKERS IN THE GENETIC CHARACTERIZATION OF POPULATIONS OF
Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore - 165 loci were characterized with
nine molecular markers. The AMD (América Dourada), UMB (Umburanas), ITU
(Ituagu), MDC (Morro do Chapeu) and SAB (Seabra) populations presented the
greatest genetic diversity (Nei and Shannom) while JRB (Jeremoabo) and MRC
(Maracas) the lowest. Individuals from the ITU (ltuacu) and SDE (Saude) populations
are the most genetically similar (0.148) while MRC and JGR (Jaguarari) are the most
distant . CHAPTER IV - MORPHOAGRONOMIC CHARACTERIZATION OF
GENOTYPES OF Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore, addresses the
phenotypic diversity of 13 populations based on qualitative and quantitative descriptors
that can assist in actions of collection and conservation of the species' germplasm.
Some descriptors were important for separating the populations into groups based on
their similarities and differences, such as leaf area, number of tillers, and leaf dry
weight. This topic identified the MRC and ABA populations as having the greatest
genetic distances, and MDC and JCB as having the smallest genetic distances,
according to the Mahalanobis distance matrix. The genotypes collected in ABA, RDC,
JGR, SAB, and CSC exhibit superior agronomic characteristics and are therefore

recommended for use in breeding programs.

Keywords: Medicinal plants, ecogeography, genotyping, phenotyping.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas medicinais atingiu importancia fundamental em todo o mundo,
tanto no caso de plantas (Rehman et al., 2020), quanto na satde humana (Ali et al.,
2021). Para cuidados primarios de saude, cerca de 2/3 da populagdo mundial recorre
ao uso de plantas medicinais, segundo dados da OMS(Organizacdo Mundial da
Saude). A melhor adaptabilidade e compatibilidade das plantas medicinais ao corpo
humano, ou seja, ter menos efeitos colaterais e melhor aceitabilidade cultural, da
grande importancia as plantas medicinais na atualidade. Entre as familias botanicas
existentes que se destacam pela aptiddo de uso medicinal estd a Lamiaceae. Nesta
familia encontra-se a espécie Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore,
uma planta endémica do Brasil e de ocorréncia muito frequente no bioma Caatinga.
Nos sitios de ocorréncia natural, este vegetal é conhecido pelas comunidades locais
como Alfazema de caboclo. E uma planta de porte arbustivo, cujas folhas apresentam
um aroma caracteristico que facilita a sua identificacdo na colheita, de forma
extrativista, para uso em tratamentos de inflamacgdes de garganta e dores estomacais

na forma de chas de macerado de folhas.

Estudos comprovaram a relevante importancia dos seus 0leos essenciais pela
sua rica composicao quimica, com varias atividades biolégicas e de amplo campo de
aplicacdo, como na agricultura e na saude humana. Quimicamente seus bioativos
possuem atividades citotéxica (Araujo et al., 2066), antimicrobiana (Coutinho et al.,
2008) além do potencial inseticida contra Aedes aegypti L. e a mosca branca -
Bemisia argentifolii Bellows & Perring (Araujo, et al., 2003), uma praga que causa

danos a diversas culturas de importancia econdmica para o Brasil.

Para essas espécies silvestres, com grande potencial de uso e elevado grau
de endemismo, o processo de domesticacdo € importante e necessario, para viabilizar
a sua conservacao além de ampliar a forma de uso. No entanto, para que 0 processo
de domesticacdo ocorra, € necessario o prévio conhecimento das caracteristicas do
ecossistema de crescimento e desenvolvimento da espécie alvo 0 que torna a
ecogeografia uma importante ferramenta para esse fim. Estudos ecogeograficos tém
possibilitado o levantamento de dados e informacdes dos locais de ocorréncia de

espécies medicinais importantes, contribuindo na defini¢cdo de préaticas de manejo, uso
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e estratégias sustentaveis, promovendo condi¢Bes favoraveis a exploracdo de uma
espécie (Parra-Quintano et al., 2012). Estudos ecogeogréficos tém permitido analisar
graus de risco de erosdo genética, estratégias de conservacao dos recursos genéticos
além da formacdo de dados para utilizacdo em programas de melhoramento de
espécies medicinais nativas importantes, como erva baleeira (Verronica curassavica
Jaque. Boraginaceae) (Mendes et al., 2015), Lippia rotundifolia Cham (Meira, 2017 e
Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (Oliveira et al., 2021).

Da mesma forma, tornam-se importantes estudos de caracterizacdo do
germoplasma da espécie, com énfase nas sementes, pois, além de subsidiar acdes
de coleta e conservacao, permite identificar e preservar a variabilidade genética
existente nas diferentes populacdes. Atualmente, os testes de qualidade se sementes
ainda dependem de inspec¢des visuais ou quimicos que geralmente sao dispendiosas
e demoradas, bem como subjetivas (Boelt, Birtt et. al., 2018). A técnica de imagem
multiespectral tem sido proposta na analise de sementes, por ser um método rapido,
preciso, nao destrutivo e que considera as especificidades de cada espécie(Boelt,Birtt
et al.,, 2018).0 principio da técnica da imagem multiespectral se baseia na
reflectancia/absorbancia da energia luminosa das amostras. A forma como um feixe
de luz interage com um material depende de suas caracteristicas espectrais e do
comprimento de onda incidente(Xia Yiu et al., 2019). As estruturas teciduais, como a
cor e componentes quimicos, conferem especificidade do material analisado gerando
dados Uteis para prever a resposta da planta a diferentes condi¢des, além de informar
sobre a adaptacdo da espécie a diferentes ambientes por meio de aspectos

relacionados ao tempo de germinacao e dorméncia, por exemplo.

Conhecer a variabilidade genética de uma espécie permite entender quais 0s
fendbmenos ecoldgicos e genéticos atuantes no seu processo evolutivo. Através da
caracterizacdo genético molecular, tornam-se possiveis 0 conhecimento de
parametros como a variabilidade genética populacional, sua diversidade,
polimorfismos, gargalos populacionais, deriva genética entre outros, cujo
conhecimento € fundamental na elaboracdo de estratégia de conservacao eficazes
(Yildirin et al., 2024), além de contribuir para o enriquecimento de informacdes para
programas de melhoramento genético eficiente e bem-sucedido (CRUZ et al., 2020).
Para isso, marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em estudos de

genética de populacdes (Mohebi Anabat et al. 2020).S&o técnicas importantes e
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frequentemente aplicadas no estudo de diversidade genética, porque sdo mais
eficientes, confidveis e insensiveis as variacbes ambientais do que caracteres
fenotipicos (Ray et al.,, 2019; Ismail et al., 2019). A caracterizacdo de plantas
medicinais por meio do uso de marcadores moleculares tem sido Gtil no fornecimento
de informagbes para embasar estratégias de conservagao in situ e ex situ e direcionar

programas de melhoramento genético.

Considerando que a espécie é explorada de forma extrativista, aliado a rapida
destruicdo dos seus habitats, estudos sobre o grau de variagdo de suas populagdes
remanescentes sdo fundamentais e essenciais. Variagbes populacionais
frequentemente tém implicacdes importantes para adaptacdo da espécie,
favorecendo o entendimento dos mecanismos e fatores de adaptacdo das espécies
vegetais (Zhang et al., 2022). Além disso, entender a diversidade fenotipica de uma
planta medicinal agrega valor a esse recurso genético de forma que os dados gerados
aumentem a sua utilizacdo e facilite o seu manejo(Paiva et al., 2019).Descritores
morfolégicos e agronémicos sdo, sem duvida, um valioso instrumento que podem
contribuir para uma analise mais abrangente da diversidade genética em varias
plantas (Long et al., 2020). A caracterizacao da diversidade fenotipica de uma espécie
se fundamenta em descritores visualmente acessiveis, como cor, formato, peso e
habitos de crescimento (Zhao et al., 2021).Dados de diversidade em vegetais,
auxiliam na distincdo de ecétipo ou variedades locais possibilitando a escolha de
plantas com caracteristicas agronémicas importantes como, tolerancia a estresse
bidticos e abidticos(Rhoughani et al., 2018). Estudos assim permitiram a identificacéo
da variabilidade genética existente em Lippia origanoides Kum,(Silva Feij6 et al., 2024)
e Eplingiella fruticosa (Carvalho Silva et al., 2024), espécies vegetais de importancia

medicinal com aptidédo na producao de 6leos essenciais.

Desse modo, esta pesquisa teve como objetivo a investigacdo sobre o0s
aspectos ambientais, fisico-quimicos, genético molecular e morfo agronémicos de

acessos de Medusantha martiusii coletados em diferentes regifes do estado da Bahia.



2.0 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Diversidade de plantas medicinais da Caatinga

Composto por 1.477 municipios (IBGE, 2022), dos estados do Maranhao, Piaui,
Cear4, Rio grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Minas Gerais e
Espirito Santo (IBGE, 2022), o semiarido é caracterizado pela baixa pluviosidade e
escassez de recursos hidricos, abrangendo uma vasta area no nordeste do pais, onde
se encontra um dos biomas mais emblematicos e importantes da regido(Aguiar et al,
2019).Dentro desse contexto, destaca-se a Caatinga, unico e exclusivo no territorio
brasileiro, com uma area aproximada de 844.453 km? e, representando cerca de 11%

do territério nacional(Aguiar et al, 2019).

Com uma vegetacgao predominantemente xerdfita, suas espécies apresentam
morfologias adaptadas ao estresse hidrico e as altas temperaturas. Os solos, com
excegdes, sao pouco desenvolvidos, mineralmente ricos, pedregosos e pouco
espessos e com fraca capacidade de retengcdo da agua, tornam-se fator limitante a
producao primaria nessa regiao (Alves et al, 2009). Este bioma, apesar da
adversidade, abriga uma rica biodiversidade, com uma variedade impressionante de
plantas adaptadas as condi¢cdes de estresse do clima semiarido, permitindo, dessa
forma, a sua sobrevivéncia aos longos periodos de falta d'agua, elevadas
temperaturas e luminosidade (Kill et al, 2019). Sao mais de 1.000 espécies de plantas
identificadas na Caatinga, das quais aproximadamente 318 (EMBRAPA, 2007) sao
endémicas e com potenciais fornecedoras de diferentes produtos que podem ser
utilizados como fonte de renda para os agricultores locais (Kill et al, 2019). Outro
aspecto € o valor econbmico da Caatinga, pois oferece oportunidades para o
desenvolvimento de atividades sustentaveis, como a produg¢ao de plantas medicinais
e fitoterapicos, fundamentais recursos para a subsisténcia de milhdes de pessoas que

habitam esse bioma.

Nas ultimas décadas observou-se um crescente aumento da exploracdao do
potencial biolégico das plantas medicinais no Brasil e no mundo, impulsionado gracas
as modernas tecnologias aplicadas a descoberta de novos compostos, e nos
diferentes estudos etnobotanicos e farmacobotanicos (Freitas et al, 2012; Alves et al,
2016).



A Caatinga brasileira € heterogénea, principalmente em relagdo as espécies
vegetais, possibilitando a populacdo dessa regido diversas possibilidades de uso de
plantas para fins terapéuticos e, em decorréncia disso, 0 interesse em se pesquisar
plantas com esta capacidade tem crescido neste bioma nos ultimo anos (BRASIL,
2023; Guedes, 2014). Este bioma possui um imenso potencial para a conservacao de
servicos ambientais, uso sustentavel e bioprospeccéo. A sua biodiversidade ampara
diversas atividades econdmicas voltadas para fins agrosilvopastoris e industriais,
especialmente nos ramos farmacéutico, de cosméticos, quimico e de alimentos que,
se bem aproveitado, sera decisivo para o desenvolvimento da regido e do pais
(BRASIL, 2023).

2.2 Plantas da Familia Lamiaceae

Entre as familias de destaque esta a Lamiaceae que é uma familia de vegetais
de flores com distribuicdo cosmopolita, contendo 236 géneros, abrangendo entre
6.900 e 7.200 espécies(Tomokou, 2017).Tem ocorréncia em areas tropicais a
temperadas em todo o mundo, salvo na Antartida. No Brasil, segundo Harley, (2012);
Harley e Pastore, (2012), existem aproximadamente 500 espécies nativas, com alguns
géneros e espécies introduzidos e naturalizados. Esta familia esta dividida em nove
subfamilias, com seis delas ocorrendo na continente Sul Americano - Viticoideae,
Ajugoideae, Scutellarioideae, Lamioideae, Callicarpoideae e Nepetoideae(Li e
Olmstead, 2017).

As espécies da subfamilia Nepetoideae, que ocorrem na América tropical,
estdo distribuidas em duas tribos: Mentheae, grupo predominantemente temperado,
e Ocimeae, grupo tropical no qual esta incluida a subtribo Hyptidinae. Esta subtribo
abrange, aproximadamente, 400 espécies que ocorrem principalmente na regiao
Neotropical (regido que vai do México Central ao sul do Brasil, incluindo a América
Central, as llhas do Caribe e quase toda a América do Sul(Antonelli e Sanmartin ,
2011). Anteriormente, foram distribuidas em nove géneros, dos quais o maior era o

género Hyptis, com mais de 300 espécies (Harley & Pastore, 2012).

Uma nova reclassificacdo filogenética foi realizada através da técnica da
biologia molecular. Este estudo apontou a necessidade de alteracéo na classificacéo
do taxon, onde 12 novos géneros foram reconhecidos, aumentando a subtribo para

19 géneros Harley e Pastore (2012), ficando assim distribuidos: género Hyptis com
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aproximadamente 144 espécies, os géneros Eriopse, Condea, Mesosphaerum,
Cyanocephalus e Hypendya, com 20 — 30 espécies. Ja os géneros Hyptidendron e
Oocephalus, incluindo cerca de 20 espécies cada uma. Os demais géneros possuem
menos de 10 espécies: Medushantha (oito espécies), Gymneia(seis espécies),
Marsypianthes(cinco espécies),Leptohyptis (cinco espécies), Martianthus(quatro
espécies), Asterohyptis( e Eplingiella (3 - 4 espécies) e Physomintje, com duas
espécies (Harley e Pastore, 2012).

Uma particular caracteristica deste tAxon € a presenca de tricomas glandulares
gue produzem e armazenam Oleos essenciais (Bridi et al., 2021). Devido ao aroma,
tipico destes dleos, as plantas sdo muito populares nas comunidades dos locais de
sua ocorréncia, onde séo utilizadas como repelentes de pragas e no tratamento de
disturbios respiratorios e gastrointestinais(Agra et al, 2008). Atividade antinociceptiva,
antimicrobiana e inseticida tem sido relatada, endossando o uso tradicional de
algumas espécies. AvaliacOes fitoquimicas realizadas com espécies de Hyptidinae
mostraram a presenca de monoterpenos, diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos
compondo os Oleos essenciais, aléem da presenca de flavonoides, lignanas, acidos
fendlicos e alfa pironas, sendo que muito dos efeitos biolégicos exibidos por estas
espécies tém sido atribuidos a presenca destas classes de metabdlitos especializados
(Bridi et al., 2021).

2.3 A espécie Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore

Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & J.F.B. Pastore apresenta porte
arbustivo, com crescimento verticalizado e bastante ramificado, com altura podendo
chegar a 2,5 metros. O caule apresenta ramos pouco pubescente, folhas com base
levemente arredondada e formato ovalado com a presenca de peciolo (Figura 01).
Inflorescéncias com bractéolas filiformes(Soares; 2023).E uma espécie endémica da
flora brasileira, de ocorréncia nas regifées Nordeste, Centro-oeste e Sudeste nos
dominios fitogeografico do Cerrado e Caatinga(Soares; 2023). No Nordeste é
encontrada nos estados da Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco e Piaui (Soares;
2023). E conhecida pelas comunidades das regides de sua ocorréncia como erva
cidreira do mato, erva cidreira brava, alfazema de crioulo, alfazema de caboclo (Agra
et al,2008). A espécie ocorre desde a zona da mata até a Caatinga. Suas folhas

possuem importantes atividades medicinais, com uso tradicional pela populacdo na
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prevencdo e tratamento, na forma de macerados, contra doencgas intestinais e

estomaticas (Agra et al.,2008).

O dleo essencial extraido da espécie Medusantha martiussi é rico em cineol,
careno, biciclogermacreno e o beta cariofileno. Araudjo et al. (2003) e Costa-Latufo et
al. (2004) verificaram atividade antitumoral e Araujo et al.(2006) citam acao citotoxica,

além da atividade antimicrobiana citado por Coutinho et al. (2008).

Figura 1: Prancha com destaque das estruturas vegetativas, reprodutivas e radiculares de Medusantha
martiusii (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore cultivadas na estacdo experimental do Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana — Bahia. Brasil.1-Planta adulta; 2- Inflorescéncia globosa;
3- Tronco/caule com destaque para crescimento horizontal do caule e formacao de perfilhos; 4 — Ramos
laterais com formacéo de raizes adventicias a partir de gemas axilares; 5 — Folhas, peciolos e bordas
crenadas; 6 — estaca com germinacdo das gemas laterais; 7 — Semente (visualizacdo em lupa

eletrénica).

Araudjo et al.(2003) relataram que o Oleo essencial extraidos das folhas e
inflorescéncias de M. martiussi Benth apresentou atividade inseticida contra mosca
branca (Bemisia argentifolia) e o mosquito da dengue (Aedes aegypti), além do

potencial como agentes antineuroinflamatério(Assis et al., 2024).



2.4 Caracterizacao dos recursos genéticos Vegetais

O Brasil corresponde a 17% de todo o territorio terrestre dos trépicos e abriga
cerca de 46.000 espécies botanicas do mundo (BRASIL, 2023). Com esse cenario, €
cada vez mais essencial e importante a caracterizagdo dessa riqueza genética com
perfil e vocacdo para uso e elevada importancia econdomica, objetivando a
customizacdo do potencial de exploracdo e promovendo ganhos de rendimento
econbmico vegetal. Em um cenario mundial pelo aumento da procura de alimentos,
fiboras e combustivel exige a necessidade de quebrar as barreiras de rendimento
existentes em muitas culturas. Em décadas recentes, século XXI, assistimos a
descobertas rapidas e a um desenvolvimento tecnolégico transformador, associados
a uma diminuicdo dos custos das tecnologias. Em anos recentes, o campo voltou-se
para a compreensdo da vasta quantidade de informacdo gendmica e,
subsequentemente, avangou para a previsado precisa de associacdes entre genes e
fendtipos e para a adaptacdo de plantas para a resiliéncia climatica e a seguranca
alimentar global (Thudiet al.,2021).

A agricultura € muito dependente da diversidade genética das plantas,
principalmente das silvestres ou ndo domesticadas. E cada vez mais sedimentado o
conhecimento de que por meio da biodiversidade vegetal esta a fonte de solucdes
para varios problemas dos agrocultivos, seja através da busca de resisténcia a pragas
ou doencas, seja na incorporacdo de caracteristicas de tolerancia aos mais diversos

estresses ambientais (Salgotra e Chauan, 2023)

Segundo Azevedo et al. (2019) todas as espécies vegetais de valor econémico,
cientifico, social ou ambiental, seja este valor atual ou potencial define-se como
Recurso Genético Vegetal e, sdo detentores da variabilidade genética que constituem
matéria prima para programas de melhoramento que visam ao aumento da
produtividade e da qualidade na agricultura através da producéo de novas cultivares
e racas através do uso de material genético (cromossomo e genes) contidos em
disseminulos como sementes, estacas, bulbos, poélen, embrido, tecidos, células,

€sSporos ou cepas as quais sao conceituados como germoplasma (PAIVA et al, 2019).

As vérias interacbes génicas entre as espeécies resultam na formacgdo de
individuos cada vez mais adaptados e aptos a se desenvolver aos mais variados

ecossistemas, resultando em grande variabilidade genética, o que demanda estudos
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de caracteriza¢do. Segundo Oliveira (2008), o processo de caracteriza¢ao consiste na
coleta e sistematizacdo de dados que descreve, identifica e diferencia genoétipos
vegetais pertencentes a mesma espécie. O Biodiversity International, 6rgdo de
pesquisa para o desenvolvimento, uso e protecéo da diversidade agricola, conceitua
0 processo de caracterizacdo de germoplasma como conjunto de caracteristicas
consideradas ambientalmente estaveis, altamente herdaveis, qualitativa ou
guantitativa e facilmente manipulaveis no processo de melhoramento. Estas
caracteristicas podem ser morfologicas, fenoldgicas, reprodutivas, bioquimicas,

citogenéticas e moleculares.
2.5 Caracterizacao morfolégica e agronémica

A caracterizagdo morfo agrondémica € realizada com o levantamento de dados
e informacgdes descritivas dos acessos de uma colecdo de germoplasma, utilizando
descritores de interesse morfologico, agronémico e funcional(Oliveira, 2008).
Segundo Burle e Oliveira,(2010) o processo de caracterizagdo morfo agronémico de
uma populacéo deve facilitar uma diferenciacéo entre fenotipos e permitir estimativas

de variabilidade dentro da colecéo.

Para Ferraz et al.(2016), é na caracterizacdo morfolégica e agronémica de
genotipos que se encontra a base e o suporte para o desenvolvimento de programas
de melhoramento genético e, dessa forma, contribuem para o processo de
domesticacdo e melhoramento da espécie, pois, torna-se possivel a determinacao,
guantificacéo e qualificacdo da variabilidade genética de uma comunidade de plantas
(Galate et al, 2012).Dessa forma, é cada vez mais frequente trabalhos de
caracterizacdo morfo agrondmicos envolvendo pesquisas com plantas medicinais,
com o propésito na escolha de gendtipos de elevados potencial na sintese de
bioativos, para apoiar os programas de melhoramento genético na criacdo de
cultivares ou espécies superiores, como 0 estudo promovido por Carvalho et al,
(2024), no uso de 16 marcadores morfoagronémicos relacionados em Eplingiella
fruticosa (Salzm, ex Benth.) Harley & JFB Pastore (Lamiaceae) identificando
gendtipos de bom potencial para utilizacdo em programas de melhoramento visando

producéo de biomassa foliar.

O objetivo principal dos dados de caracterizacdo agronémica € agregar valor

aos recursos genéticos conservados in situ e ex situ. As informacdes geradas podem
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ser aplicadas na identificagdo de novos materiais para enriquecer bancos de
germoplasma, bem como contribuir na estimativa da diversidade genética das
colecdes e identificacdo de genes de interesse agro econdmico (Paiva et al, 2019).
Ainda segundo Paiva et al. (2019), descritores sdo atributos mensuraveis ou
subjetivos que qualificam o recurso vegetal com dados morfolégicos, anatdmicos,
fisiolégicos, bioquimicos ou moleculares utilizados na identificagdo de um recurso
genético e/ou seu germoplasma associado, com o propdsito de aumentar e/ou manter
a diversidade genética, bem como seu uso por parte da sociedade. A selecédo de
descritores sensiveis que definem uma caracterizacdo morfoagronémica é a base
fundamental na definicdo de um fenétipo como, por exemplo, o reconhecimento de
dois fen6tipos em 100 &rvores caracterizadas de Matisia cordata Bonpl avaliadas a
partir de 28 descritores morfoagronémica na Colémbia Avarez-Ozério et al. (2020).

2.6 Caracterizacado Molecular

A caracterizacdo de recursos genéticos vegetais baseados em marcadores
moleculares tém sido frequente nos ultimos anos. Para compreender corretamente a
base molecular da variacao fenotipica, acelerar os programas de melhoramento e
explorar 0os recursos genéticos de uma determinada cultura, € necessario explorar o

genoma da cultura (Dar, 2019).

Entre os objetivos da utilizacdo dos marcadores moleculares estdo a
identificacéo da variacdo genética na sequéncia de DNA que pode ocorrer dentro e/ou
entre espécies. Nas duas Ultimas décadas foram utilizados diferentes marcadores
moleculares para a analise genética das culturas. Estes marcadores incluem
marcadores baseados na hibridacdo (RFLP), marcadores baseados na PCR (RAPD,
AFLP, SSR, ISSR) e marcadores baseados na sequéncia (SNP, DAT, NGS)(Dar,
2019).Uma ampla gama de marcadores aplicados em centenas de espécies de
plantas sdo a base tedrica para inferir a diversidade genética para propor estratégias

de melhoramento e conservacgao de espécies vegetais (Laurentin, 2009).

O principio de utilizacdo desses marcadores € baseado no dogma central da
Biologia Molecular e na pressuposicdo de que diferencas genéticas no DNA
significam, na maioria das vezes, diferencas fenotipicas (Faleeiro,2007). Marcadores
ISSR sdo marcadores dominantes, amplificados pela técnica de Reacdo em Cadeia

de Polimerase(PCR) e possui as vantagens de ndo requerer conhecimento prévio do
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DNA do germoplasma, o que se aplica a espécie alvo deste estudo, além de serem
sensiveis na identificacédo de polimorfismos, simples de usar e de baixo custo(Nadeen
et al., 2018).

Acessos de doze populagdes de Euphorbia resinifera, uma planta medicinal da
familia das euforbiaceae, coletadas e com distribuicdo geografica no Marrocos, foram
submetidas a analise da diversidade e estrutura genética. Os autores desse estudo
usaram 14 primers ISSR que detectaram 74,81 % de polimorfismos nos
germoplasmas analisados (Abd-Dada et al.,2023). Pesquisadores do departamento
de Biotecnologia Agricola da Adnan Menderes Universite - Aydin, na Turquia,
realizaram estudo de caracterizagdo molecular de populac¢des de Dittrichia viscosa L.
(Asteraceae) com base em 10 iniciadores ISSR. O objetivo foi averiguar a estrutura
genética dessa espécie. Nesta analise, foi obtido um total de 70 bandas com taxa de
polimorfismo determinado em 94,28%.( Sevindick et al., 2023).

Trabalhos assim mostram além da importancia dessa ferramenta na
caracterizacdo de germoplasma de espécies ndo domesticadas, como também
evidencia a capacidade desse marcador na geracdo de muitas bandas informativas,
gue podem orientar esfor¢cos nas estratégias de coleta, conservacéao e, futuramente,

no melhoramento genético.
2.7 Estudos Ecogeograficos

Estudos ecogeograficos tém possibilitado a caracterizacdo dos locais de
ocorréncia de muitas espécies medicinais importantes, contribuindo na definicdo de
formas de manejo da cultura, de modo a garantir as condi¢cdes favoraveis ao
estimulo a producdo de compostos bioativos, geralmente muito afetados por
fatores ambientais (Gobbo-Netto, 2007). Foi através desses estudos que Oliveira et
al (2021) concluiu importantes observacdes sobre a ambiéncia de crescimento e
desenvolvimento da Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth. Harley& JFB Pastore.O
estudo identificou que a espécie ocorre predominantemente em ambientes com
solos arenosos, baixa fertilidade, além de elevada concentracédo de Aluminio ( Al*3)
contribuindo, dessa forma, com valiosas informacdo na elaboracéo de estratégias de

coleta e programas de conservagao da espécies.
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Edvan Assis Oliveira® - Lenaldo Muniz de Oliveira® - Angélica Maria Lucchese

‘Taliane Leila Soares

SUMARY

The semiarid region of Brazil is marked by scarce rainfall and high
temperatures. The Caatinga biome, established in this region, has great diversity of
plants with economic potential and applications, such as in herbal medicine. Plant
representatives include those of the family Lamiaceae, which has 240 genera and
7200 species. The essential oil of the species Medusantha martiusii, popularly known
as “alfazemas de caboclo”, has often been found to have biological activities, such as
cytotoxic, antimicrobial and insecticidal effects, thus making this species economically
important. The objective of this study was to characterize the climatic, geographical
and edaphic aspects of sites where M. martiussi naturally occurs in the state of Bahia
in order to under- stand the possible relationships and interactions between the
environment and plant growth, development and production of essential oils. Vector
files with climate, geomorphology, phytophysiognomy, and soil data were examined
and the data were systematized and analyzed. The species occurs in semi- arid areas
with nutrient-poor, acidic and well-drained soils. The species has broad range of
thermal adaptation, occurring from mountainous regions with high relief to low altitudes
and in climatic zones characterized by scant and poorly distributed rainfall. The
essential oil content showed a quantitative variation across the surveyed sites, with an
average of 2.07% by dry weight of leaves and flowers, and a moderate and significant
interaction of the essential oil with Fe and Zn concentrations present in the soil were

also observed.

Keywords: Native medicinal plants - Diversity - Ecogeographic - Essential oll

1 Artigo publicado em Resources Genetics Crop and Evolution — Setembro de 2024.
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1.0 RESUMO:

O semiarido € marcado por escassez de chuva e temperaturas elevadas.
Nestas condicdes, esta inserido o bioma Caatinga com sua grande biodiversidade
vegetal com potencial econdmico e diversas aplicacdes, como o uso fitoterapico das
plantas medicinais. Entre os representantes vegetais estdo as plantas da familia
Lamiaceae, que inclui 240 géneros e 7200 espécies. A espécie Medusantha martiussi
(Benth.) & J.F.B. Pastore, conhecida popularmente como alfazemas de caboclo,
frequentemente € vinculada a atividades biolégicas do seu 06leo essencial que, entre
outras, possui efeito citotoxico, antimicrobiano e inseticida, dando-lhe assim,
importancia econémica. O objetivo desse trabalho foi caracterizar o ambiente quanto
aos aspectos climaticos, geograficos e edaficos dos sitios de ocorréncia natural da
espécie coletados no Estado da Bahia, buscando-se entender as possiveis relacoes
e interacdes do ambiente, relacionados ao crescimento, desenvolvimento e producéo
de O6leos essenciais. Arquivos vetoriais com dados de clima, geomorfologia,
fitofisionomia e solos foram levantados e os dados sistematizados e analisados. A
espécie tem ocorréncia em regides de clima semiarido, em solos de baixa fertilidade,
acidos e bem drenados. Possui ampla faixa de adaptacdo térmica, ocorrentes desde
regides montanhosas de relevos elevados até de geomorfologia da baixa altitude e

em zonas climaticas caracterizadas por pouca chuva e mal distribuidas. O teor de 6leo
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essencial apresentou variacdo quantitativa nas localidades pesquisadas, com média
de 2,07 %. em relacdo ao peso seco das folhas, e mostrou uma possivel interacao

moderadamente positiva em solos ricos em Fe e negativa a concentragdes de Zn.

Palavras-Chaves: Plantas medicinais nativas; Diversidade; Ecogeografia.

2.0 RESUMO GRAFICO

4| Ecogeography of Medusantha martiussi (Benth) Harley & J.F.B. Pastore I—

& éenhor do Bonfim
.
&/ Filadélgg
7 ®aide
gcobma
@ < A
M®ro do"Chapéu

b (%nsangéo

Development

Seabra
@

BAHIA
Boninal 25
Mucugé

Abaig

\e .
Ituagu

o5

CLIMATE

@ RASODACATARINA @ SAUDE @ SEABRA —5
@ JEREMOABO @  UMBURANA @ ABARA [ caaminea ©
@ JAGUARARI @ JAcoBINA ® mucuce ] CERRADO =
@  FILADELFIA @ AMERICADOURADA @  ITUAGU [ MATAATLANTICA ;q:_)
@ CANSANGAO @ MORRO CHAPEU ©  MARACAS &
@ SRBONFIM @ BONMAL 0 100 200km i

GEOMORPHOLOGY

20



3.0 INTRODUCAO

O semiarido brasileiro € marcado pela escassez e irregularidade das chuvas,
elevadas temperaturas e aridez (Pinheiro & Nair, 2019). Nessa regido, o Bioma
predominante é a Caatinga, com sua grande diversidade floristica, composta por
plantas adaptadas ao clima seco (Morais et.al., 2021).Ocupando 13% do territério
nacional, seu padrdo morfolégico de vegetacdo depende das condicdes
edafocliméticas locais, podendo apresentar-se desde um porte arb6reo e denso até
formas arbustivas abertas (Francisco et al, 2020). Apresenta uma elevada diversidade
de plantas, em torno de 3.150 espécies, distribuidas em 950 géneros e 150 familias,
com uma elevada taxa de endemismo (Oliveira, C.B. S et al., 2021). Porém, o bioma
tem apresentado perdas continuas de sua vegetacao nativa, tendo a acao antropica
como causa principal (IBGE, 2020).

Entre as aptidfes e potenciais da caatinga, resultantes da sua grande
diversidade, temos as plantas medicinais, amplamente utilizadas na medicina popular
pelas comunidades locais (Santos et al., 2018), ndo obstante poucos compostos
ativos, decorrentes do metabolismo secundario dessas plantas e sua interagdo com o
ambiente, terem sido adequadamente estudados ou caracterizados como fontes

promissoras para o desenvolvimento de novos bioativos (Oliveira, C.B. S, et al., 2021).

Entre as diversas familias botanicas presentes neste bioma, com propriedades
medicinais, destaca-se a familia Lamiaceae, que inclui cerca de 240 géneros e 7.200
espécies, com distribuicdo cosmopolita, sendo a maior familia dentro da ordem
Lamiales (Harley 2012). Nessa familia, os géneros mais abundantes séo Salvia (900
espécies), Scutellaria (360), Stachys (300), Plectranthus (300), Hyptis (280), Teucrium
(250), Vitex (250), Thymus (220) e Nepeta (200) (Karpinki, T.M’, 2020). O género
Medusantha é derivado do género Hyptis, apos revisdo combinacdes taxonémicas
(Harley, R. M.; Pastore, J. F. B, 2012). Esse novo género reune oito espécies, sendo
facilmente reconhecido por apresentar flores em capitulos esféricos e bractéolas
involucrais e lobos do calice filamentosos (Harley, R.M., & Pastore J.F.B., 2012; Silva
- Luz etal. 2012).

Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, anteriormente descrita
como Hyptis martiussi Benth, é conhecida pelas comunidades locais como alfazema

de caboclo e cidreira do campo (AGRA et al, 2008). E endémica do Brasil, ocorrendo
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nos estados da Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Minas Gerais (SiBBR,
2023), frequentemente vinculada a ambientes de Caatinga e Cerrado (BFG, 2018).
Morfologicamente, possui laminas foliares ovais e capitulos esféricos, dispostos em
paniculas (Harley, R.M., & Pastore J.F.B., 2012; Silva-Luz et al., 2012).Ensaios
farmacoldgicos comprovaram atividades bioldgicas do 6leo essencial da espécie, com
propriedade citotéxica (Da Cruz Araujo et al., 2006), antimicrobiana (Coutinho et al.,
2008) e inseticida contra o mosquito Aedes aegyptie Bemisia argentifolii(Aradjo
E.C.Cet al.,2003) e, também, contra larva Culex quinquefasciatus, agente transmissor
da filariose (CostaJ.G.M et al., 2005), o que a torna cada vez mais importante estudos
e pesquisas no desenvolvimento de estratégias de domesticacao, conservacao e de
melhoramento dessa espécie.

Para essas espécies silvestres, com grande potencial fitoquimico e elevado
grau de endemismo, o processo de domesticacéo € urgente, de modo a viabilizar a
conservacao ex situ do germoplasma existente e o cultivo, minimizando os danos as
populacdes naturais das espécies, provocados pelo extrativismo. No entanto, para
gue o processo de domesticacdo ocorra, € necessario o prévio conhecimento das
caracteristicas do solo e do ambiente a qual a espécie esta adaptada, sendo a

ecogeografia uma importante ferramenta para esse fim.

Estudos ecogeograficos tém possibilitado a caracterizacdo dos locais de
ocorréncia de espécies medicinais importantes, contribuindo na definicdo de praticas
de manejoquando em cultivo, de modo a garantir as condicbes favoraveis a
exploracdo sustentavel da espécie (Parra-Quintano et al.,, 2012). Estudos
ecogeograficos tém permitido analisar graus de risco de erosao genética, estratégias
de conservacdo dos recursos genéticos, bem como, a formacdo de dados para
utilizacdo em programas de melhoramento de espécies medicinais nativas
importantes, como erva baleeira (Verronica curassavica Jague. Boraginaceae)
(Mendes et al., 2015), Lippia rotundifolia Cham (Meira, 2017) e Eplingiella fruticosa
(Salzm. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (Oliveira et al., 2021).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi caracterizar o ambiente, quanto aos
aspectos climaticos, geograficos e edaficos dos sitios de ocorréncia natural da espécie
alfazema de caboclo(Medusantha martiussi (Benth.) & J.F.B. Pastore), coletados no

Estado da Bahia, buscando-se entender as possiveis relacdes e interacdes entre a
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espécie e o ambiente, relacionando-os com crescimento, desenvolvimento e producao

de 6leos essenciais.

4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Identificagdo dos sitios de ocorréncia da espécie

Dados de localizacao dos sitios de ocorréncia da espécie no Estado da Bahia
foram obtidos no Herbério da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS), a
partir de coletas 4 realizadas, e no herbario \virtual - speciesLik

(https://specieslink.net). A partir da identificacdo dos locais de ocorréncia foram

realizadas expedicdes para coleta de dados de vegetacédo, abrangéncia, amostras de
solo e material bioldgico para confeccao de exsicatas e extracdo de 6leos essenciais.
As exsicatas foram enviadas ao Herbario da Universidade Estadual de Feira de
Santana (HUEFS), onde foram tombadas e identificadas (Tabela 01). A coleta
encontra-se cadastrada no SisGen(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) sob cadastro n® A1C1DEB.
4.2 Caracterizacao dos locais de ocorréncia natural da espécie

A partir das coordenadas geograficas (latitude e longitude) dos sitios de
ocorréncia da espécie, coletados in situ, foram realizados levantamentos de
informacdes climaticas (altitude, temperaturas, precipitacdo, Irradiacdo solar), bioma,
fitofisionomia e dados geomorfolégicos. Arquivos vetoriais com dados de clima,
geomorfologia, fitofisionomia e solos foram obtidos dos sites do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), INMET (Instituto Nacional de Meteorologia),
INPE (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais) e EMBRAPA (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria) e, em seguida, processados e sistematizados pelo software
QGIS (Geografic Information System - GIS) versdo 10.6, Sistema de coordenadas
Datum South American (1969) (Figura 01).

Para caracterizacéo do solo, em cada local de ocorréncia, foram coletadas trés
amostras compostas, constituidas de trés amostras simples, coletadas em uma
profundidade de O - 20 cm. Usou-se, nessa etapa, para melhor uniformizacao e padrao

das coletas, uma sonda extratora graduada. As amostras foram analisadas no
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Laborat6rio FULLIN — LABORATORIO DE ANALISE AGRONOMICA E AMBIENTAL,
credenciado e certificado pelo Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento —
MAPA, localizado em Linhares, Espirito Santo. Foram quantificados os parametros
fisicos (percentuais de silte, argila e areia) e quimicos (pH em &gua, acidez potencial
(H + Al), soma das bases (SB), saturagao de bases (V%), teor de macro nutrientes,
relacdo entre os macros nutrientes (Ca:Mg, Ca:K, Mg:K), capacidade de troca
cationica (CTC), além do teor de matéria organica (MO) e dos micronutrientes (ClI, Fe,
Cu, Zn, B, Mo e Mn). As quantificagbes foram realizadas de acordo com o manual de
meétodos de analise de solo (Embrapa, 2007).

4.3 Extracdo dos 0Oleos essenciais

Para quantificacdo do teor dos Oleos essenciais de cada populagdo, foram
coletadas folhas e flores de diferentes individuos nos locais de ocorréncia. Apos
identificagéo, foram acondicionados em sacos de rafia e, em seguida, encaminhados
para secagem em temperatura ambiente. As extragcbes foram realizadas no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON), da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS).

A extracao dos Oleos essenciais foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho
de Clevenger. Amostras constituidas por 50g de material vegetal seco (folhas e flores)
foram submetidas a um triturador (marca Wallita) com trés laminas de corte.
Posteriormente, todo material foi misturado com agua destilada em um baldo de vidro
(volume 3.000 ml) na proporcao de 1:20 (uma parte da amostra para 20 de agua) e
submetido a uma manta elétrica por um periodo de 2 horas, contados a partir da
condensacao da primeira gota do 6leo no tubo graduado. Ao final da extracdo o
volume foi medido na coluna graduada do aparelho e, em seguida, com auxilio de
uma pipeta (tipo Pasteur), o 6leo foi coletado e tratado com Sulfato de Sédio Anidro —
Na>SOg4, para eliminar possiveis tracos de agua (H20) e, posteriormente, embalado
em frasco de 5 ml e envolvido, para protecdo contra a luz, em papel aluminio e
armazenado em camara fria a 5°C. Cada extracdo foi realizada em triplicata por
populacédo. O teor de Oleo essencial foi calculado pela relacédo entre o volume de 6leo
obtido e a biomassa vegetal utilizada, subtraida da umidade existente na amostra,

sendo expressa em g/100g (Santos et al., 2004).
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4.4 Andlise Estatistica dos Dados

Os testes estatisticos serdo realizados para identificacdo e quantificacdo da
variabilidade existente através da analise de variancia utilizando-se o teste de média
* SkotKnot) a 5 % de probabilidade. Identificadas as varidveis que apresentarem
significancia no teste foram submetidas ao teste de agrupamento(UPGMA).A
divergéncia genética foram determinadas pela analise multivariadas através da
técnico de agrupamento e de varidveis candnicas. Na analise de agrupamento utilizou-
se a distancia generalizada de Mahalanobis (D?) como medida de dissimilaridade e na
formacdo dos grupos, sendo o agrupamento das amostras realizado pelo método
hierarquico Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average (UPGMA),
citado por Rao (1952) .Para determinacdo das variaveis genéticas utilizou modelo
proposto por Sing (1981). No dendograma, o ponto de corte foi definido pelo modelo
proposto por Mojena(1977), que aponta a formacao de grupos através de métodos
hierarquicos — como o UPGMA, por exemplo. Os meétodos de agrupamentos
hierarquicos foram testados e calculados através do coeficiente de correlacdo
cofenética(CCC). As analises foram realizadas através do software R utilizando os

pacotes Multivariate Analysis, Facto Extra e FactoMineR

5.0 RESULTADOS

Para coleta dos dados in situ foram percorridos 10.300 km, com latitudes que
variaram entre 9° 47’ 49” S a 13 27” 58” S e longitude de 38° 29’ 32" W a 41° 23’ 57”
W, totalizando 17 sitios de ocorréncia. Os sitios de ocorréncia encontrados estéo
situados nos municipios de Maracas (MRC), Ituacu (ITU), Mucugé (MCG), Abaira
(ABA), Seabra (SAB), Boninal (BNN), Morro do Chapéu (MDC), América Dourada
(AMD), Jacobina (JCB), Umburana (UMB), Saude (SDE), Senhor do Bonfim (SDB),
Cansancao (CSC), Filadélfia (FDF), Jaguarari (JGR), Jeremoabo (JRB) e na Estacéo
Ecologica Raso da Catarina em Paulo Afonso (RDC), todos no Estado da Bahia
(Tabela 01).
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Tabela 01:Dados de localizagdo e nimero de voucher da espécie Medusantha martiusii (Benth.) Harley

& J.F.B. Pastore identificados no estado da Bahia — Brasil.

Local/Cadigo

Coordenadas Geograficas

Latitude

Longitude

Meso regido

Voucher

Maracéas - MRC
ltuacu -ITU
Mucugé - MCG
Abaira - ABA
Seabra -SAB
Boninal - BNN

Morro do Chapéu-
MDC

América Dourada -
AMD

Jacobina - JCB
Umburana - UMB
Saude - SDE

Senhor do Bomfim -
SDB

Cansancéo - CSC
Filadélfia - FDF
Jaguarari - JRG

Jeremoabo - JRB

Esec Raso Catarina
- RDC

13° 27' 630"

13° 46' 459"

12° 56' 818"

13° 15' 755"

12° 25' 850"

12°42'07"

11°38'03"

11°26'22"

11°05'02"

10°41'59"

10°55'40"

10°30'49"

10°39'47"

10°32'22"

10°24'09"

09° 56' 44"

09° 47' 49"

40° 30" 754"

41° 18' 359"

41° 23' 072"

41° 40" 762"

41° 47" 863"

41°49'40"

40°58'54"

41°26'22"

40°41'23"

41°17'40"

40°24'50"

40°12'31"

39°32'6"

40°08'17"

40°19'54"

38° 17" 38"

38° 29" 32"

Centro sul Baiano

Centro sul Baiano

Centro sul Baiano

Centro sul Baiano

Centro sul Baiano

Centro sul Baiano

Centro Norte Baiano

Centro Norte Baiano

Centro Norte Baiano

Centro Norte Baiano

Centro Norte Baiano

Centro Norte Baiano

Nordeste Baiano

Centro Norte Baiano

Centro Norte Baiano

Nordeste Baiano

Nordeste Baiano

HUEFS 259265

HUEFS 259266

HUEFS 259264

HUEFS 259267

HUEFS 259268

HUEFS 259269

HUEFS 259270

HUEFS 259271

HUEFS 259272

HUEFS 259273

HUEFS 259274

HUEFS 259275

HUEFS 259276

HUEFS 259277

HUEFS 259278

HUEFS 259279

HUEFS 136683

As latitudes variaram entre 09°47°49”, na estagao ecoldgica Raso da Catarina

(RDC), e 13° 46’ 45” no municipio de ltuagu (ITU). Para a longitude os extremos foram
de 38° 17’ 38”, em Jeremoabo(JRB), e 41°49’40” em Boninal (BNN). A espécie M.

martiussi ocorre preferencialmente em altitudes acima de 300 m, com amplitude que

vai de 352 m (CSC) até 1.135 m (BNN), em relevo plano suavemente ondulado —

MRC, ITU, SAB, CSC e FDF a regides marcadas por fortes ondulagbes e cadeias
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montanhosas, a exemplo de MDC e MCG, em relevo plano suavemente ondulado —

MRC, ITU, SAB, CSC e FDF a regides marcadas por fortes ondulagbes e cadeias

montanhosas, a exemplo de MDC e MCG (Tabela 02).

Tabela 02: Dados ecogeograficos dos 17 sitios de ocorréncia da espécie Medusantha martiusii (Benth.)

Harley & J.F.B. Pastore, identificados no estado da Bahia.

Altitude Precipitacdo Temperatura Topografia
Cad. Localidade
m mm/ano °C Relevo
MRC 600 654 22,5 Plano - suave ondulado
ITU 727 651 21,9 Plano - suave ondulado
MCG 1115 892 19,9 Forte ondulado -montanhoso
ABA 961 873 20,8 Ondulado
SAB 913 687 20,6 Plano - suave ondulado
BNN 1135 725 19,9 Suave ondulado
MDC 857 660 21,7 Forte ondulado
AMD 770 621 22,3 Ondulado - forte ondulado
JCB 605 683 23,1 Suave ondulado
UMB 790 492 22,3 Suave ondulado
SDE 545 840 23,5 Suavemente ondulado
SDB 498 680 23,8 Suave ondulado
CSC 352 523 24,5 Plano - suave ondulado
FDF 422 694 24,2 Plano - suave ondulado
JGR 527 532 23,7 Suave ondulado
JRB 470 566 23,6 Suave ondulado
RDC 620 480 25 Suave ondulado

A precipitacdo anual variou entre 480 mm/ano e 892 mm/ano em RDC e MCG,

respectivamente. Mais da metade das populagdes (64,71%) encontra-se em uma faixa

onde a ocorréncia de chuvas (média) ndo passa dos 800 mm/ano — SAB, BNN, AMB,
JCB, MDC, AMD, JCB, UMB, SDE, SDB, CSC, FDF, JGR, JRB e RDC e, em apenas
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duas localidades (11,76 %), chove acima de 800 mm, com destaque para MCG que

ultrapassa os 890 mm/ano (Tabela 2).

Pela classificacdo climatica de Koppen-Geiger(Fogaca,2018), que leva em
consideracao a temperatura, a precipitacao e a distribuicdo da vegetacao, 52,94 %
dos sitios de ocorréncia apresentam clima do tipo BSh — clima quente de estepe e
semiarido, 35,29 % do tipo Aw - clima tropical de savana com esta¢ao seca no inverno
e chuvas de verao e, por fim, 11,76 % do tipo Cwb — clima mesotérmico, Umido em
todas as estacfes e verdes quentes( Figura 1B). A temperatura média nos sitios de
ocorréncia varia entre 19,9 °C e 25 °C, indo, portanto, de clima mais ameno (39 % das
localidades) (MRC, ITU, MCG, ABA, SAB, BNN e MDC), até locais com temperaturas
entre 23°C — 25°C, como em AMD, JCB, UMB, SDE, SDB, CSC, FDF, JGR, ERC e
JRB (69 % das localidades amostradas) (Tabela 02).

Nos 17 sitios foram encontrados quatro ordens de solos (Figura 1A ), sendo
mais frequente os Latossolo (47% - MRC,ITU,MDC,JCB,SDE,SDB,FDF,JGR) e os
Neossolo, (36 % - SAB, BNN,AMD,UBM,JRB,RDC). As amostras coletadas
apresentaram pH variando entre 4,53 — 6,40 em SDE e FDF, respectivamente. A
soma das bases trocaveis (Ca, Mg, K ) apresentou um valor médio de 1,94 cmol/dm?3.
O complexo de trocos catidnicas (CTC) ficou entre 0,93 e 3,90 cmolc/cm® em RDC e
SDE, nessa ordem. A Saturacdo das bases (V%) - um importante indicador da
fertilidade do solo -, teve um valor minimo de 20,93% e o maximo de 75,10% em
SDE e FDF, respectivamente, mostrando-se substratos de crescimento do vegetal
bastante heterogéneo. O valor médio da saturacdo de Al*3 (m%) foi de 22,60 %, com
destaque para as localidades de ABA, RDC e JCB, que apresentaram valores de
44,00 %, 49,50 % e 50,50 %, respectivamente (Tabela 03).
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N

A

® 1-Maracas @ 7-MorrodoChapeu @ 13- Cansangédo

® 2-Tanhagu @ 8-AmericaDourada @ 14 - Filadelfia

® 3-Mucuge @ 9-Jacobina ® 15 - Jaguarari

® 4 -Abaira ® 10-Umburana ® 16 - Jeremoabo

® 5-Seabra @ 11-Saude @® 17 - Raso da Catarina
® 6-Boninal @ 12-SrdoBomfim ——— Hydrography

.Figura 01 — Mapas com caracteriza¢édo de solo (A), tipo de clima(B), bioma(C) e gradiente de chuva
(D) dos 17 sitios de ocorréncia da espécie Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore
identificados no Estado naBahia
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Tabela 03: Valores médios dos atributos fisicos e quimicos do solo nos 17 sitios de ocorréncia natural da espécie Medusantha martiusii (Benth.)

Harley &J.F.B.Pastore, identificados no Estado da Bahia — Brasil.
MRC ITU MCG  ABA SAB BNN MDC AMD JCB UMB SDE SDB CSC FDF JGR JRB RDC

Soil atribute Populations

P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17

pH HO 5.70 5.70 5.37 6.27 6.70 5.70 5.27 6.37 5.17 5.10 4.53 5.87 6.30 6.40 5.23 5.93 5.27
P 2.00 3.33 4.00 5.33 5.00 4.00 2.00 6.33 4.67 2.33 1.00 10.33 7.00 4.67 2.33 4.00 1.67

K mg/dm? 163.33 65.00 20.00 140.00 93.00 59.00 25.67 39.00 32.00 69.67 46.67 71.00 81.67 156.67 65.00 65.67 20.00

S 18.00 5.33 4.66 7.00 566 12.00 6.33 5.33 566 10.33 3.66 5.33 5.00 5.00 15.66 5.00 5.33

Ca 0.60 0.80 1.33 2.03 2.40 1.13 1.00 2.20 0.73 0.50 1.37 1.47 1.30 2.63 0.83 1.30 0.37
Mg cmole/dm? 0.47 0.23 0.40 0.40 0.27 0.23 0.27 0.73 0.23 0.30 0.93 0.50 0.47 0.70 0.83 0.37 0.13

Al 0.00 0.00 0.27 0.23 0.13 0.13 0.33 0.00 2.57 0.43 1.43 0.10 0.00 0.00 0.57 0.00 0.33
H+AI 2.17 2.70 4.90 1.67 1.47 2.03 2.83 1.10 2.43 2.03 9.30 2.10 1.03 1.17 3.17 1.50 1.90
o.M dag/Kg 0.90 2.17 3.47 1.17 1.27 1.57 1.53 0.67 0.87 0.87 2.33 1.13 0.97 1.70 0.83 0.97 1.00
SB 1.57 1.20 1.83 2.80 2.90 1.53 1.37 3.03 1.07 1.00 2.47 2.17 2.00 3.77 1.90 1.83 0.60
CEC - efet (t) cmolc/dm? 1.57 1.20 2.10 3.03 3.03 1.67 1.70 3.03 1.53 1.43 3.90 2.27 2.00 3.77 2.47 1.83 0.93
CEC (T) 3.70 3.90 6.70 4.46 4.36 3.56 4.20 4.13 3.50 3.00 11.76 4.26 3.03 4.93 5.06 3.33 2.50
Sat Al(m) 0.00 0.00 1233 44.00 30.00 40.00 20.30 0.00 50.00 30.60 37.00 18.00 0.00 0.00 23.66 0.00 33.00
\Y 41.63 30.60 27.70 59.27 63.03 41.23 3213 73.47 3043 3280 2093 5153 6597 7510 3750 5240 23.13
Clay % 46.00 46.00 12.67 4.00 36.00 16.00 14.67 10.00 11.33 13.33 24.00 38.00 18.67 7.33 24.67 32.67 10.67
Sand 4153 4153 8140 8953 5060 73.80 7553 8573 79.07 7580 60.67 39.40 71.07 87.60 64.93 28.53 8147
Silt 12.47 12.47 6.00 6.47 13.40 10.20 9.80 4.27 9.60 10.87 15.80 21.87 10.00 5.07 1040 38.80 7.87

MRC= Maracas; ITU=ltuacu; MCG= Mucugé; ABA= Abaira; SAB= Seabra; BNN=Boninal; MDC= Morro do Chapéu; AMD= América Dourada; JCB= Jacobina; UMB=
Umburana; SDE= Saude; SDB= Senhor do Bomfim; CSC= Cansanc¢édo; FDF= Filadélfia; JGR= Jaguarari; JRB= Jeremoabo; RDC= Raso da Catarina; Py : Populacao

a que se refere a localidade. Fonte: Fullin — Laboratério de Analise Agrondmica e Ambiental Ltd
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A Anadlise dos Componentes Principais dos atributos do solo revelou
caracteristicas fisico-quimicas similares na grande maioria dos ambientes em
gue a espécie foi encontrada. A analise de agrupamento, usando o método de
Ward (2), separou as populagbes em 5 grupos: grupo I, com 23% das
localidades — (8) AMD, (12) SDB, (13) CSC e (16) JRB, encontradas em solos
menos acidos e com maiores valores de fésforo (P); grupo Il, com 18% das
localidades - (5) ABA, (4) SAB, (14) FDF, presentes em solos com valor de V
acima de 50 % e, por isso, Eutréficos e mais férteis, com as maiores
concentracbes de K*, Ca*?> e Mg*?;grupo lll, representado por 41 % das
localidades — (9) JCB, (3) MCG, (2) ITU, (6) BNN, (7) MDC, (10) UMB e (17)
RDC, com solos menos férteis(distroficos) e menor retencdo de agua (textura
arenosa);grupo 1V, com 12%, é o grupo formado por apenas duas localidades -
(1) MRC e (15) JGR. Sao locais cujos solos possuem concentracfes de S
superiores a 10 mg/dm3, valores considerados elevados quando comparados
com solos cultivados por espécies convencionais domesticadas; grupo V, com
6% apenas, foi 0 menor grupo, formado por uma unica localidade (11) SDE,
apresenta-se com solo de maior acidez trocavel (H* + Al*3), solos mais &cidos
(menor valor de pH) e saturacdo de base (V% - 20,93) o mais baixo entre todas

as amostras pesquisadas.

A andlise dos componentes principais (ACP) e andlise discriminante
(Figura 2), para as Vvariaveis fisico-quimicas, agruparam-se em dois
componentes (CP1 e CP2). Esses componentes explicaram 65,60%, da
variancia dos dados apurados (Figura 02 C). O primeiro componente - CP1,
explicou 37,84% da variabilidade (Figura 02 — PCA graph of variables) para as
localidades amostradas. Os atributos com maiores percentuais e fatoriais de
contribuicdo no componente 1(Figura 02 D) foram a saturacdo de base (V % -
18,34%), acidez (pH — 15,36 % ) e a concentracdo de Ca*?(18,31%, com escores
de 0,93, 0,92 e 0,92, respectivamente. Os autovalores, neste eixo, intercalaram
entre 0,42(Mg) e 0,93(V%). O segundo componente - CP2, explicou 27,32 % e
os dois atributos que contribuiram com os maiores percentuais foram a CTC
(24,5% )e a acidez trocavel (H+AI*3 - 17,10 % ), com valores de escores 0,98
(CTC) e 0,90 e (H+AI*®)( Figura 2 E).
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A CP1 mostra separagao entre os fatores que tem ligagao direta com a
fertilidade do solo, como as concentracdes de Ca*?, K*, V% (Figura 02 — A) e,
em contraste, no segundo quadrante, os atributos desfavoraveis de um solo fértil
e cultivavel, a destacar o (H+AI*3), Al*® e, a saturacdo de aluminio (m%) no
complexoCTC).
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Figura 02 - Andlise dos Componentes Principais (PC1 e PC2) e andlise da similaridade das populacdes (Dendograma) com base em 14 atributos do solo em 17 locais

de ocorréncia natural de Medusantha martiussi (Benth) & J.F.B Pastore, coletadas no estado da Bahia
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Nos sitios de ocorréncia natural de M. martiussi, 58% das amostras analisadas
apresentaram solos distroficos, com saturacdo de base (V%) menor que 50% e,
também, solos aluminicos, cuja concentracdo de cation Al*3 variou entre 20,3 e 50%.
Elevadas concentracdes de Al*3 caracterizam solos dlicos e, portanto, muito pobres
(C.C. RONQUIM, 2010), e que foram encontrados em 53% das localidades
pesquisadas, como em ABA, SAB, BNN, MDC, JCB, UMB, SDE, JGR e RDC.

O ¢6leo essencial apresentou grande heterogeneidade de valores (teor)
significativos entre as populacdes. O teor médio encontrado foi 2,07 %, calculado com
base do peso seco das folhas e flores (Figura 03 A). O destaque do desempenho foi
o observado no material vegetal coletado no municipio de Ituagu, com 2,81% |,
enquanto o menor valor foi o encontrado na localidade de CSC (Cansangéao) (1,17%).
Das dezessete populacdes analisadas, 47% (oito) delas apresentaram valores de 6leo
essencial acima da média: MRC (2,49%), JRB (2,44%), MDC 2,37%), FDF (2,20%),
JGR (2,20%), JCB (2,13%) e RDC (2,11%). Esses resultados evidenciam uma
possivel opcdo para utilizacdo da espécie em programas de melhoramento,
considerando que o Oleo essencial representa o produto vegetal de maior interesse

econdmico nessa espécie.
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Boxplot with equal letters represent means of populations that do not differ significantly by
Tukey's test at the 5% level of significance

. Figure 3 — Essential oil content of accessions collected in the 17 sites of occurrence of Medusantha
martiussi (Benth) J.F.B. & Pastore (B and C), collected in the state of Bahia-Brazil
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Com o objetivo de avaliar provaveis intera¢des entre as variaveis ambientais e
os atributos do solo com a produgcdo de 6leo essencial, realizou-se uma analise
univariada - correlagédo de Pearson. A relacéo foi analisada entre 23 variaveis, sendo
3 relacionadas a fisica do solo (3) e 20 com a fertilidade do solo (macro e
micronutrientes): argila, areia , silte, CTC t, Ca, SB, P, pH, V, Mg, K, S, Al, m, H+AI,
CTC_T, M.O ,Cl, Zn, Cu, Bo, Mn, Fe. Duas variaveis - temperatura e chuva - estao
ligadas ao clima e uma — altitude, a geomorfologia do ambiente (Figura 4).
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Figure 4 : Estimates of the phenotypic between edaphic variables x oil essential content X

0\"

macronutrients (A) and edaphic variables x oil essential content x micronutrients (B) for 17 popu lations
of Medusantha martiuss The colors of the graphs repesent the variation of the value of the correlation
coefficient, from red (r =—1.0) to green (r = 1.0). ns = not significant, *,**,*** = significance at 5%, at 1%

and at 0.01%, respectively.

Os dados obtidos mostram que os coeficientes de correlacdo foram muito
baixos (correlacéo fraca), tanto positivamente quanto negativamente, sugerindo que
esses fatores possuem baixa interacdo com o teor de 6leo essencial, no ambiente de
coleta e desenvolvimento da espécie. Variaveis que compdem a fertilidade do solo,
tanto dos macronutrientes como dos micronutrientes, os coeficientes, em sua maioria,
também foram baixos, evidenciando uma correlagédo fraca a moderadamente fraca,
entretanto, observou-se uma relacdo moderadamente forte entre o teor de 6leo e Fe
(+ 0,60) e Zn (- 0.59)( Figura 03).
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6.0 DISCUSSAO

Os dados levantados mostram que as populacdes foram localizadas, em sua
maioria, ao longo das rodovias, em locais de atividades agricolas (pastagens,
cultivos), areas de expansao urbana ou de rodovias. Apresentavam-se com tamanhos
e densidades variadas, o que pode ser atribuido a fatores antropogénicos como
atividades de manutencdo das estradas ou as queimadas que ocorrem nas
localidades. Os dezessete sitios de ocorréncia natural da espécie identificados nesse
estudo estdo inseridos em trés mesorregides do estado da Bahia (IBGE 2021) - Centro
Norte, Nordeste e Centro Sul do estado da Bahia - Brasil, com 94% delas inserida no
bioma Caatinga. Apenas um sitio localizado na cidade de Morro do chapéu (MRC)
(6%) encontra-se em uma area de transicao (ecotone) de Mata Atlantica (Figura 01C).
Contudo, registros de ocorréncia da espécie ja foram mencionados em outros estados
do nordeste (Harley, 2012). A espécie. martiussi ocorre, portanto, em zonas afastadas

do litoral e/ou costeiras e, preferencialmente, em altitudes acima de 300 m.

Pela classificacdo climatica de Koppen-Geiger foi possivel identificar a
ocorréncia da espécie em diversas tipologias climaticas. Os ambientes apresentam
desde um ecossistema seco, de elevadas temperaturas (média de 27°C — Figura 1B),
baixa nebulosidade; forte insolacdo, auséncia de excedente hidrico promovido pela
baixa e irregular distribuicdo das chuvas (média pluviométrica anual de 480 mm) que
€ caracteristico de um semiarido quente do tipo (BSh) — como o encontrado no Raso
da Catarina (RDC) considerada uma das regides mais secas do Brasil (RODRIGUES,
1992; CHESF, 2001; CONTI and FURLAN, 2011) -, passando por localidades onde
precipitacdo média anual chega 890 mm, com formacdo geomorfolégica de um
ecossistema de clima montanhoso de altitude (Cwa), como em Mucugé (MCG), por

exemplo.

A maioria das populacdes estd adaptada, portanto, a ambientes de baixa
umidade relativa do ar e indices elevados de evapotranspiracdo, o que favorecem um
balanco hidrico negativo, com predominancia de uma vegeta¢do composta por plantas
encontradas na Caatinga, com arvores baixas e arbustos profusamente ramificados,
frequentemente armados com espinhos ou aculeos, geralmente com folhas pequenas,
entremeados com plantas suculentas, geralmente cactos (FERNANDES, 2918). Nao

obstante, é importante destacar a plasticidade ecoldgica da espécie, tendo em vista
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gue a mesma também se estabelece em localidades com indices pluviométrico acima
de 900 mm/anuais, elevadas altitudes (+ 1000 m), temperaturas médias anuais de
20°C, em locais como como MCG, ITU, BNN e MDC.

A espécie se desenvolve predominantemente em solos do tipo Latossolo, que
segundo Santos et al.( 2018) séo caracterizados pelo avancado intemperismo, alta
condutividade hidraulica (bem drenados), elevada acidez ativa, concentracfes de Al
elevada e baixa capacidade do complexo de trocas catibnicas. Grande parte das
populacfes esta estabelecida em solos de baixa fertilidade, em que os valores de
V(%), importante indicador desse parametro, encontra-se abaixo de 50%,
representando 78% dos locais de ocorréncia. Santos et al. (2018) atribuem ao baixo
valor de V%, entre outros fatores, a estreita adsor¢do do Aluminio (mais o H*) ou,
também, a baixa adsor¢cdo de cations na superficie dos coloides do solo. Essa
saturacdo implica ainda, em uma acidez potencial (H* + Al*3), o que pode indicar uma
predilecdo dessa espécie por solos acidos, arenosos e com baixa fertilidade,
caracteristico de regides com tipologia climatica arida ou semiarida. Um estudo
ecogeografico recente, com a espécie Eplingiella fruticosa (Benth) e J.B.F Pastore,
uma planta medicinal e da mesma familia da M.martiussi, também demonstrou que a
mesma é comumente encontrada em locais de solos poucos férteis, textura arenosa
e presenca elevada de aluminio (Oliveira et al., 2019). Trata-se de um ecossistema

com o mesmo perfil edafico do ambiente de crescimento de M. martiussi.

Os resultados obtidos evidenciam uma grande variacdo nos teores de 6leo
essencial para as populacdes estudadas. Varios fatores podem influenciar no teor e
composicao dos Oleos essenciais dos vegetais, entre eles, os fatores abidticos, como
nutricdo, pluviosidade, altitude, temperatura, época e horario de colheita (Paulus et
al., 2016). As plantas apresentam alteracdes relativas de performance em virtude das
variacbes ambientais, conferindo em cada gendtipo possibilidades de diferentes
respostas (Borém e Miranda, 2020), apesar de a mesma espécie poder apresentar
composicao diferente em seus 0leos essenciais quando cultivadas no mesmo

ambiente (Poonam et al., 2021).

A andlise de correlacdo demonstrou interagdo fraca entre os fatores ambientais
— climaticos e edaficos, com o teor de 6leo essencial, indicando ser uma resposta

complexa e multifatorial. Contudo, uma correlacdo moderadamente forte e positiva foi
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verificada com o micronutriente Ferro e negativa com o Zinco, 0 que sugere a
necessidade de estudos mais aprofundados acerca do fornecimento de formulagdes
com esses micronutrientes em ambiente de cultivo da espécie. Em trabalho com
Ocimmun sanctus L., KANWAL et al. (2016) comprovaram a forte influéncia da
aplicacdo de Fe e Zn na biossintese de 6leo essencial dessa espécie. Da mesma
forma, NAHED (2007), estudando a espécie S. farinaceae Benth, uma planta
medicinal da mesma familia (Lamiaceae),verificou resultados semelhantes ao ser
submetida ao cultivo com aplicacédo de zinco. Estudos apontam que a escassez de
Fe no solo promove diminui¢cdes significativas na atividade fotossintética das plantas,
além de comprometer a ativagdo de enzimas chaves envolvidas no mecanismo de
defesa contra estresse oxidativo (HELIN et al., 1995; TRIPATHI, 2018).

7.0 CONCLUSAO

Medusantha martiussi (Benth) JFB & Pastore tem ocorréncia em regides de
clima semiarido, com solos de baixa fertilidade, acidos e bem drenados. Possui ampla
faixa de adaptacdo térmica, ocorrentes desde regides montanhosas de relevos
elevados até de geomorfologia da baixa altitude e em zonas climaticas com pouca
chuva e mal distribuida. O teor de 6leo essencial apresentou variacdo nas localidades
pesquisadas, com média de 2,07 % em relacdo ao peso seco de folhas e flores, e
mostrou uma interacdo moderadamente forte e positiva com a concentracédo de Fe no

solo e negativa com o Zn.
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SUMMARY

The importance of medicinal plants for the production of bioactives with multiple
uses in health and agriculture is widely recognized. The Lamiaceae family is
noteworthy for its ability to produce essential oil. The species Medusantha martiussi
(ex Benth) Harley & JFB Pastore stands out as a plant endemic to Brazil, found mainly
in the Caatinga Biome in the country’s northeastern region. However, little is known
about its best form of propagation. Our objective was to evaluate and characterize
seeds from 11 populations of this species through the use of X-ray and multispectral
imaging techniques. The results indicated that seeds of this species collected from
different populations presented heterogeneity, both in physical and chemical aspects,
with important differences in size and textural attributes, in addition to indicators of
physiological quality, maturation, vigor and viability.

Keywords: Medicinal Plants; Bioactive; Seeds; Spectroscopy
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CAPITULO Il

IMAGEM MULTIE?PECTRAL E ANALISE MULTIVARIADA NA
CARACTERIZACAO DE SEMENTES DE Medusantha martiussi (EX BENTH)
HARLEY & J.F.B. PASTORE
1.0 RESUMO

E amplamente reconhecida a importancia das plantas medicinais na produgéo
de bioativos com multiplos usos, na saude e na agricultura. Familia das Lamiaceae é
bastante reconhecida no campo da pesquisa pela sua aptiddo na producéo de 6leo
essencial. Destaca-se a espécie Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JFB
Pastore, planta endémica do Brasil e de ocorréncia no Bioma Caatinga no nordeste
do brasileiro, porém, existe pouco conhecimento sobre sua melhor forma de
propagacdo, bem como sobre a estrutura de suas sementes, que possam subsidiar
programas de conservacao do germoplasma semente da espécie. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar e caracterizar sementes de 11 populacdes dessa espécie atraves
do uso de Raio X e da técnica de imagem multiespectral. O estudo indicou que
sementes dessa espécie coletadas nas diferentes populacbes apresentaram
heterogeneidade, tanto nos aspectos fisicos quanto quimicos, com identificacdo de
importantes diferencas nos atributos de tamanho e textura, além de indicadores de

gualidade fisiolégica, de maturacao, vigor e viabilidade.

Palavras chaves: Plantas Medicinais; Bioativo; Sementes; Espectroscopia
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2.0 GRAPHIC ABSTRACT

Characterization of Seeds from populations

Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore
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3.0 INTRODUCAO

O Brasil abriga uma megadiversidade, abrangendo diversos biomas, sendo a
Caatinga o menos estudado. Ela abrange 11% do territério nacional, ocupando uma
area de 844.453 Km?. A vegetacdo € caracterizada por possuir poucas folhas e
adaptadas a periodos secos e, ao contrario do que muitos pensam, possui grande
biodiversidade (Brasil, 2023). E um bioma que abriga cerca de 4.900 espécies, sendo
gue apenas 17% sédo conhecidos o estado de conservacéo e 30% encontram-se sob
alguma categoria de ameaca de extincdo (Flora de Brasil, 2021). Estima-se que
aproximadamente 36% da caatinga ja sofreu alguma alteragdo antrépica (Flora do
Brasil, 2021).

Entre as varias familias botanicas que compdem a caatinga encontra-se a
Lamiaceae, que abrange 240 géneros e aproximadamente 7200 espécies, sendo que
desse total, 46 géneros e 524 espécies ocorrem no Brasil. O dominio fitogeografico
da caatinga € uma Floresta Tropical Sazonalmente Seca (SDTF) e tem o maior
numero de espécies de Lamiaceae, que é constantemente citada no meio cientifico e
em levantamentos etnobotanicos, pela importancia medicinal e aromatica dos seus
bioativos, com propriedades economicamente importantes para as induastrias
farmacéuticas, de cosmeéticos e de alimentos (Soares A.S., 2017).

Dessa familia, destaca-se a Medusantha martiussi (ex Benth) Harley
&J.F.Pastore, um arbusto ramificado com altura variando entre 1,6 m a 2,5 m e
floracdo branca, em forma de capitulos e que popularmente é conhecida como erva
cidreira do mato, erva cidreira brava ou alfazema de caboclo. Tem amplo uso na
medicina tradicional nordestina na forma de cha para o tratamento de doencas
estomacais e intestinais além de inflamacdes de ovario (Agra et al., 2008). Compostos
constituintes em suas raizes possuem atividades antitumoral (Costa-Lotufo et
al.,2004), citotéxica (Araujo et al., 2006), além de antimicrobiana (Coutinho et al.,
2008). As folhas séo bastante aromaticas, por conterem 6leos essenciais, constituidos
principalmente por 1,8 cineol (24,3%), Careno (22,2 %) e biciclogermacreno
(6,3%)(Araujo et. al., 2003), o que torna a espécie muito promissora como fonte de
matéria prima de amplos usos e aplicacoes.

Devido a sua forma de exploracdo extrativista e ao aumento das atividades
antropicas como queimadas, avan¢o nas areas de cultivo e mudancgas climaticas, nos
ambientes de ocorréncia natural, tém elevado os riscos de erosdo genética na

espécie.Nesse contexto, tornam-se importantes estudos de caracterizacdo desse
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germoplasma, com énfase nas sementes, pois, podem subsidiar agdes de coleta e
conservacao, além de fomentar melhores praticas de uso e subsidiar programas de
melhoramento.

Atualmente, os testes de qualidade se sementes ainda dependem de inspec¢des
visuais ou quimicos que geralmente sdo dispendiosas e demoradas, além de
subjetivas (Boelt, Birtt et. al., 2018). Recentemente, a técnica de imagem
multiespectral tem sido proposta na analise de sementes, por ser um método rapido,
preciso, ndo destrutivo e que considera as especificidades de cada espécie. Gera um
grande numero de dados e informacgfes que também podem ser empregados como
ferramenta complementar as metodologias convencionais.

O principio da técnica da imagem multiespectral se baseia na
reflectancia/absorbancia da energia luminosa das amostras. A forma como um feixe
de luz interage com um material depende de suas caracteristicas espectrais e do
comprimento de onda incidente. As estruturas teciduais, como a cor e componentes
guimicos, conferem especificidade do material alvo. Essas interacbfes ocorrem
principalmente devido a ligacbes CH, OH, SH e NH presentes nos compostos
organicos (XIA, Yu et al.,2018), o que torna possivel a deteccao e quantificacéo de
materiais bioldgicos e organicos, como proteinas, carboidratos, alcoois e/ou lipidios e
agua (Agelet, L.E.; Hurburgh C.R.,2014).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar de aspectos fisico-
guimicos associados a qualidade de sementes de Medusantha martiussi, que possam
contribuir com estratégias de conservacdo e no uso do germoplasma semente da

espécie.

4.0 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta das sementes

A coleta do material vegetal foi realizada entre os meses de Setembro e
Dezembro de 2021 em 11 localidades de ocorréncia natural da espécie, situadas nos
municipios de Maracas(MRC),ltuacu(ITU),Mucugé(MCG),Abaira(ABA), Seabra(SAB),
Boninal(BNN), Morro do Chapéu(MDC), Jacobina(JCB), Senhor do Bonfim(SDB),
Cansancao(CSC) e Jeremoabo(JRB), com coordenadas geograficas variando de
09°47'49" a 13°15'45" de latitude e 39°32'06" a 41°47 43" de longitude, no estado da
Bahia, Brasil (Figura 01).0 clima da regido se caracteriza como semiarido quente, tipo

BSh, com poucas chuvas - de 250 mm a 750 mm por ano - concentradas em um
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periodo de 3 a 4 meses do ano, temperaturas médias anuais de 27 °C, baixa umidade

relativa do ar (Koppen-Geiger), no bioma Caatinga, com predominio do solo tipo

Neossolo quartzénico (Santos et al, 2018).
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Figura 1. Descricdo geogréfica dos locais de coleta de semente de Medusantha martiussi (ex Benth)

Harley & J.F.B. Pastore, destacando as 11 localidades de coleta das sementes no estado da Bahia,

Brasil.
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As 11 populacBes de sementes coletadas com o estagio de maturacdo
visualmente secas e, em seguida, foram rotuladas como MRC, ITU, MCG, ABA, SAB,
BNN, MDC, JCB, SDB,CSC e JRB e beneficiadas manualmente (remocéo de restos

de sépalas, bractéolas, filamentos, globulos capitulares, folhas, palhas e galhos).

4.2 Andlise de imagens multiespectrais

Foram utilizadas quatro repeticdes de 20 sementes, totalizando 80 sementes
de cada populagdo. O equipamento VideometerLab4™ (Videometer A/S, Herlev,
Dinamarca) foi utilizado para captura de 19 imagens multiespectrais de reflectancia,
além de seis imagens de autofluorescéncia de alta resolucéo (2.192 x 2.192 pixels;
(40 pm/pixel). Este sistema é constituido por diodos emissores de luz (LEDs) na regido
do ultravioleta A (UVA), visivel (Vis) e infravermelho proximo (NIR). Previamente a
captura das imagens, o equipamento foi calibrado em relagcdo a geometria, cor e
iluminagéo, resultando em uma melhor relagéo sinal-ruido. O sistema foi calibrado
utilizando trés alvos de calibracgé&o: (i) disco uniforme branco, (ii) disco uniforme escuro,
e (iii) disco geométrico. A configuracdo da luz foi calibrada usando uma amostra
representativa e utilizada para todas as imagens subsequentes.

Para captura das imagens, as sementes foram afixadas em folha de acetato
(5,0 cm x 8,5 cm) com auxilio de fita adesiva dupla face. Foram capturadas imagens
multiespectrais de reflectancia nos comprimentos de onda de 365nm, 405nm, 430nm,
450nm, 470nm, 490nm, 515nm, 540nm, 570nm, 590nm, 630nm, 645nm, 660nm,
690nm, 780nm, 850nm, 880nm, 940nm e 970nm e imagens de autofluorescéncia nas
combinacdes de excitacdo/emissdo de 365/400nm, 365/500nm, 405/600nm,
630/700nm, 645/700nm e 660/700nm. Em seguida, foi utilizado o software Videometer
Lab 3.12.19 para extracdo de dados de area, comprimento, largura, cor, textura,
reflectancia e autofluorescéncia.

Inicialmente, cada semente foi identificada como uma regido de interesse
(ROI), e os dados foram extraidos utilizando a ferramenta Binary Large Object (BLOB)
do VideometerLab4™, que permite a analise das sementes individualmente. Foi
construida uma mascara para segmentar as sementes, e evitar influéncia dos dados
do fundo da imagem, ou seja, foi atribuido o valor de zero para os pixels do fundo da
imagem. Por fim, as imagens multiespectrais foram transformadas usando um

algoritmo de discriminacdo candnica normalizada (nCDA), que utiliza média aparada
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de 10%, eliminando a influéncia de outliers (ou seja, os 10% dos valores mais baixos
e 0s 10% dos valores mais altos) (Barboza da Silva et al., 2021).

Foi utilizado o sistema CIELAB desenvolvido pela Comission Internationale de
E’clairage (CIE, Viena, Austria) para geracdo de dados numéricos sobre a cor das
sementes. O CIELAB se baseia nas trés propriedades basicas de cores, ou seja, a
matiz, a saturacdo e a luminosidade, dispostas dentro de uma esfera teorica e
tridimensional, que apresenta todas as cores possiveis (Sappi, 2013). Este sistema
utiliza trés variaveis (L*, a* e b*) para a defini¢cdo precisa de uma cor especifica a partir
da triangulacdo das mesmas, como coordenadas cartesianas. As equacbes que
definem este sistema estéo listadas a seguir (Fairchild, M.D., 2013):

1

0 }L* =116 (=)’ - 16
2 e =500[(3) " - G2) ]

n pe=200[() " - ()]

Em que: L* é a luminosidade, variando entre O (preto) e 100 (branco difuso), e

se refere a capacidade do objeto em refletir ou transmitir luz. Assim, quanto maior o
valor de L*, mais claro é o objeto; os parametros a* e b* referem-se a cromaticidade,
na qual a* esta relacionada a contribuicdo das cores verde (-) e vermelho (+) e b* a
magnitude dos matizes de cores azul (-) e amarelo (+); X, Y e Z sdo os valores das
propriedades basicas da matiz, saturacao e luminosidade; Xn, Yn e Zn sado os valores
destas propriedades para o branco.

A textura das sementes foi analisada a partir da matrix de tamanho de corrida
de nivel de cinza (GRLM, Gray Level Run Lenght Matrix), utilizando modelos
matematicos descrito por Galloway (1975). A corrida € o numero de pixels
consecutivos que apresentam o mesmo valor de nivel de cinza (Galloway, 1975; Agwu
e Ohagwu, 2016). Corridas longas indicam texturas grossas e, as curtas, texturas mais
finas (Agwu e Ohagwu, 2016). A partir do modelo de GRLM, cinco descritores de
textura foram calculados: (1) short run emphasis(SRE), que mede a distribuicdo de
corridas curtas,; (2) long run emphasis (LRE), que mede a distribuicdo de corridas

longas,(3) run percentage (RP), que mede a razdo entre o nimero de corridas e o
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namero maximo de corridas em uma direcdo especifica; (4) gray level nonuniformity
(GLN), que avalia a distribuicdo das corridas entre os niveis de cinza e (5) run length
non uniformity (RLN), que mede a proximidade dos tamanhos das corridas naimagem.
Abaixo seguem as equacdes para os descritores de textura:

N
1M ij
g — _Z zp(_zj)
Ny &dij=1 = ]

1M,
IRE=—2"" " /?p(i,J)
T =1 =1
RP = ny/ny
N 2
1 M
=257 (S
ny i=1 =

M 2
1 N
RIN = — " |3 p(0.))
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Em que: p(i, j) € o numero de corridas dos pixels de nivel de cinza i e tamanho

de corrida j; M € o numero de niveis de cinza da imagem; N € o numero de diferentes
tamanhos de corrida no dataset da imagem; é o numero total de corridas na imagem;

e € 0 numero total de pixels na imagem.

4.3 Analise de imagens radiogréaficas

Quatro repeticbes de 25 sementes de cada populacdo foram posicionadas
sobre placa de acrilico. As imagens de raios X foram obtidas no equipamento
Multifocus (Faxitron Bioptics LLC, Tucson, AZ, USA), com controle automatico do
tempo de exposi¢cdo da amostra e das configuracdes de kV. Para posicionamento
adequado da amostra, o MultiFocus possui um laser centralizador com uma camera
Optica integrada. A captura das imagens foi feita a partir da producédo de um feixe de
raios X que é transmitido através da amostra, de forma que distintas quantidades de

radiacao incidente séo absorvidas pelas sementes, dependendo de sua densidade. A
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classificacao das sementes foi realizada de acordo com sua integridade fisica interna:
a) sementes cheias: aquelas com areas vitais (tecidos essenciais) normalmente

estruturadas; b) sementes malformadas e, c) sementes vazias.

4.4 Andlise estatistica

Para verificar a existéncia de diferencas significativas entre as populacdes de
sementes, por meio da comparagdo das médias avaliadas individualmente, foi
realizada a analise de variancia, cujos pressupostos basicos do modelo foram
avaliados utilizando graficos dos residuos (ordinarios e padronizados) em funcao de
valores ajustados e de alavancagem, além dos residuos studentizados em funcéo dos
guantis teoricos da distribuicdo normal. Quando a andlise de variancia indicou
diferencas significativas, o teste de Skott Knott foi utilizado para as comparacdes
multiplas das meédias das popula¢des, considerando, em ambos 0s casos, um nivel
de significancia de 5% .A avaliacdo conjunta das medidas foi realizada através da
Analise Fatorial Multipla, que é um método de analise multivariada indicado para
resumir e visualizar dados na qual os individuos sé&o descritos por varios conjuntos de
variaveis estruturadas em grupos (populagdes).O estudo estatistico foi realizada com

0 apoio do software R e uso de pacotes FactoMineR e FactoMineR (L€ S. et al., 2008).
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5.0 RESULTADOS

A técnica de raio X possibilitou identificar as sementes cheias e vazias (Figura
2A). Cinco lotes - 45% (MCG, ABA, BNN, SDBP e JRBP) continham classes de
sementes cheias (Figura 2A) enquanto os seis lotes restantes - 65% (MRC, ITU,SAB,
MDC, JCB e CSC), estavam as sementes vazias e, por isso, foram excluidas do
estudo. Para analise multiespectral (reflectancia e autofluorescéncia), foram
consideradas apenas as amostras que continham sementes cheias.

O lote JRB foi 0 que apresentou o maior percentual de sementes cheias (35%),
enquanto SDB o menor (17%). O comprimento e a largura indicaram heterogeneidade
nos lotes. A area variou de 0,7406 mm?a 1,9574 mm?. As maiores sementes foram
registradas nas populacdes coletadas em ABA e JRB, enquanto as menores em MCG
e SDB (Figura 2B). As sementes vazias ou chochas apresentaram os menores valores
de area (Figura 2C).
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Figura 2.A - Raio X de sementes; B - Area das semente cheias e C- Area das sementes vazias de lotes
de sementes em cinco populagbes (MCG, SDB, JRB, BNN e ABA) de Medusantha matrtiussi (ex Benth)
Harley & J.F.P Pastore coletadas no estado da Bahia. Médias (+ DP) seguidas por mesma letra ndo
diferem entre si (P> 0,05).
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Em geral as sementes apresentaram baixa luminosidade (L*). O descritor L* e
b* ndo diferenciaram os lotes (Figura 3A e 3C). O parametro a* positivo (+), que
representa baixa intensidade de cor verde e predominancia da cor vermelha (Figura
3B), mostrou diferencas significativas entre os lotes analisados e destacou BNN com
o maior valor (8,89), enquanto JRB o menor valor (7,14). Esses valores indicam que
as sementes coletadas em JRB apresentaram coloracdo um pouco mais escura,
enquanto as coletadas em BNN apresentaram sementes com tegumentos mais claros

e esverdeados.
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Figura 3. Descritores de cor em cinco lotes de sementes no espaco de cor CIE L* a* b* de diferentes
populagBes de Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & J.F.Pastore, coletadas em diferentes regides

do estado da Bahia, Brasil
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Os parametros de SER, LRE e RP nédo apresentaram diferencas estatisticas
pelo teste de Tukey (p >=0,05). Ja 0 GLN (Gray Level Nonunifotmity) variou de 215,25
a 458,83 com diferenca estatistica entre os lotes (p< 0,05),com o lote coletado em
ABA apresentando o maior valor e MCG o menor (Figura 4).
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Figura 4: Descritores de textura obtidos por imagens multiespectrais em cinco lotes de sementes de
Medusantha martiussi (ex Benth) Halley &J.F. Pastore coletados no estado da Bahia, Brasil.

Ainda que nao apresentassem diferencas significativas, foi possivel observar
gue numericamente as sementes do lote ABA foram as que apresentaram o menor
valor da variavel énfase em corridas curtas (YSRE), maior valor numérico de (TLRE)
e percentual de corridas (YRP), além dos maiores valores no parametro n&o
uniformidade no nivel de cinza (TGLN), indicando um tegumento ser mais poroso e
asperos.

A reflectancia evidenciou a existéncia de um padréo espectral semelhante nas
19 zonas de interesse (Figura 5A). Os percentuais variaram de 12,50 (365nm - JRB)
a 66,91(970 nm - SDB). De um modo geral, houve baixa intensidade de reflectancia
(< 20%) que podem estar relacionados a varios atributo de natureza fisica, quimica e
bioldgica da semente. Nas regifes do ultravioleta (365nm) e do visivel (405 nm - 540

nm) ndo houve discrepancias entre as amostras. No entanto, nos espectros em
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comprimentos de ondas maiores (a partir de 570 nm), foi possivel observar uma clara
diferenciacao (Figura5A).

A PCA destacou a componente 1, explicando 81,7 % da variacdo dos dados e
a CP2 com 14,3% (Figura 5C). As maiores contribuicbes foram observadas nos
comprimentos de 470nm, 880nm, 450nm, 850nm, 780nm, 645nm, 490nm, 630nm,
660nm e 515nm.
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O teste de Tukey nos comprimentos de onda de maiores contribuicoes da PCA
indicou significancia (p <0,05) em 515nm, 540nm, 780nm e 9700nm (Figura 5B), com
maiores valores para as sementes dos lotes coletados em SDB e BNN enquanto os
menores para ABA e JRB (Figura 5B).

Na autofluorescéncia, apenas a combinacdo 630nm/700nm apresentou
diferencgas significativa, com os lotes coletados em JRB apresentando o menor valor
(35,6), enquanto ABA o maior valor (38,9).

Foi realizado uma analise multifatorial (MFA) dos dados de area, cor, textura,
reflectancia e autofluorescéncia (Figura 6). Duas componentes (CP1 e CP2)
explicaram 62,00 % da variacao (Figura 6A). A CP1 explicou 40,36%,com maiores
escores para a cor (0,887- b*=0,887 e L*= 0.879), seguido da autofluorescéncia
(0,857). Este eixo foi melhor caracterizado pelo lote coletado em ABA (Figura 6D).A
CP2, com 21,60 % de explicacdo, as maiores escores foram area e textura da
semente. Os lotes coletados em SDB e MCG foram melhores caracterizadas nesse

eixo.
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Figura 6. Andlise multifatorial (MFA) dos resultados obtidos para &rea, cor, textura, reflectancia e
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coletadaem municipios do estado da Bahia, Brasil (A); explicacdo em cada componente (B);

Contribuicdo das variaveis dimensées 1(B) e 2(C) e Fator de contribui¢cdo dos individuos (D).
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A MFA possibilitou diferenciar/separar as sementes de acordo com as
caracteristica de tamanho e do tegumento (Figura 6D). Com esta andlise, foi possivel
perceber que o lote que apresentou a maior area e textura mais rugosas (poros) foram
coletadas em ABA e JRB e, o grupo das mais lisas, menos rugosas e de menor area
séo as oriundas de MCG, BNN e SDB (Figura 6D).

6.0 DISCUSSAO

As sementes de Medusantha martiussi (ex Benth) Harley& J.F.Pastore, em
geral, sdo alongadas com achatamento dorsoventral. Tem formato arredondado na
extremidade distal, enquanto a proximal possui forma em V invertido. Apesar da
variacdo, as sementes mantiveram uma relacdo comprimento: largura na ordem de
1,5:1. Os resultados (Figura 2A e 2C) mostram que grande parte das sementes foi
identificada como vazias que pode ser devido a fatores como, por exemplo, estadio
de maturacdo no momento da coleta. A area das sementes foi maior nos lotes das
populacées BNN e JRB e menor nas populacdes ABA e SRB(Figura 2A e 2C).

A area é um atributo de atencdo especial, pois esta relacionada aos
mecanismos de germinacdo, como 0 acumulo de reservas, e da planta resultante,
como o seu vigor. O tamanho da semente tem sido considerado uma caracteristica
evolutiva importante, que afeta o resultado reprodutivo de muitas espécies de plantas
(Cordazzo, 2002). Foi considerada por He, Yalong et al. (2007) um atributo que
influencia diretamente o vigor da plantula e que pode determinar indiretamente a
distribuicdo e abundéancia das plantas em diferentes habitats (Silveira, 2012). Embora
o tamanho da semente seja uma consideracdo relevante, fatores que afetam a
permeabilidade do tegumento também podem influenciar a sua germinacao e serem
responsaveis por quaisquer discrepancias relacionadas ao seu tamanho(Upretee et
al., 2024).

As sementes dos diversos lotes, no geral, apresentam cores escuras e de
pouco brilho, tipico das estruturas reprodutivas vegetais. Especial atencdo a esta
caracteristica deve ser dada ao fato de que a cor do tegumento de semente pode estar
associada a atributos importantes como, por exemplo, sua qualidade. O estudo de
Marvi (2010) associou melhor qualidade as sementes de melancia (cv Crimson Sweet)
mais escuras e, portanto, valores mais baixos de L*. A Intensidade de cor amarela,
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representado pelo parametro b* (positivo) também foi uniforme nas sementes das
cinco populagbes analisadas - ABA, BNN, MCG, SRB e JRB, demonstrando pouca
variacdo nessa matiz. Apenas a baixa intensidade de cor verde e predominancia de
tons avermelhados, indicados pela variavel a* (positiva) diferencio os lotes. A
predominancia de cor esverdeada — mais claras (maiores valores de a*) ocorreu nas
sementes originadas de MCG enquanto as de matiz mais avermelhada portanto
menos claras e mais escuras, as do lote coletado em JRB.

Em plantas da familia das Fabaceas (leguminosas) constataram que a
presenca de pigmentos tem inibido a embebicdo de agua. Asiedu et al (1998)
relataram que variedade mais pigmentadas de feijdo caupi (Vigna unguiculada (L.)
Walp. teve uma absorcdo de agua mais lenta, durante a embebicdo, enquanto
variedades ndo pigmentadas tiveram uma absor¢cdo muita mais rapidas (seis a oito
vezes).Por outro lado, Liu et al. (2019) relataram que a variedade de feijao guava
(Cyamopsis tetragonoloba L.,) de cor preta, apresentou maior taxa de absorcéo de
agua (duas vezes mais) durante 14 h de embebicdo e comecaram a germinar mais
cedo do que as sementes branco-opacas. Esses resultados divergentes sugerem que
a cor do tegumento da semente, por si sO, pode ser insuficiente para determinar a
absorcao de agua, ressaltando a necessidade de mais pesquisas sobre a composicao
guimica do tegumento além do seu estagio de maturidade (Upretee et al., 2024).

O tegumento (testa) é a camada de cobertura mais externa da semente. Nesta
superficie, particularmente, a presenca de poros, também influenciam a
permeabilidade a agua (Lemes, et al., 2024). A combinacdo de parametros de baixo
valor numérico de SRE, menor percentagem de corridas - {RP, associados a
maiores valores de TLRE e n&o uniformidade no nivel de cinza — TGLN esta associada
a uma superficie mais rugosa e a textura menos lisa, segundo Galloway (1975), Agwu
e Ohagwu (2016).E uma condicdo semelhante a encontrada no lote ABA e que,
segundo Upretee et al. (2024), a presenca de poros e/ou rugosidades tegumentares
podem influenciar na permeabilidade a agua, favorecendo a sua passagem atraves
das células palicadicas presentes na estrutura do tegumento, contribuindo no
processo germinativo e que pode conferir vantagem competitiva. Em contraste, as
sementes coletadas em MCG e SDB estao correlacionadas a superficies mais lisas

com formacgao de menos porosidade.
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O agrupamento de média dos valores de reflectancia mostra que houve
diferencas espectrais nas faixas 470nm - 490nm, 515nm - 540nm, 780nm — 970nm. A
menor média encontrada ocorreu nas sementes coletadas em JRB, com tendéncia
oposta para as coletadas em MCG. Segundo Allen et al. (2012), valores de reflectancia
inferiores nesse espectro (515nm - 540nm) estao associados a presenca do complexo
de acucar-proteina constituintes de pigmentos presentes nos tecidos que compdem
as estruturas dos vegetais e, também, a compostos fendlicos (Gaston, 1993)

Na regidao NIR (700nm a 970nm), também foi possivel a separacao dos lotes,
sendo o lote JRB e ABA 0 que apresentaram as menores intensidades (Figura 5C).
Nesse espectro, padrdes fisioldégicos importantes podem estar associados. Tecidos
mortos ou contaminados, por exemplo, ndo absorvem bem energia nesse
comprimento de onda (Jennifer et al., 2015; XIA, Yu et al., 2019). Bianchini et al.
(2021),trabalhando com sementes de Jatropha curcas L., verificaram que alto vigor
fisiologico estavam ligados a sementes que apresentaram menor intensidade de
reflectancia na faixa entre 780 nm e 970 nm. Outros estudos, nessa faixa de radiacéo,
comprovaram que valores elevados de reflectancia foram obtidos em sementes nao
viaveis de Brassica oleraceae L. e Ricinus comunis L.(Shetty, Nisha et al., 2011 e
Olesen, Merete Halkjaer et al., 2015, respectivamente). Assim, os resultados indicam
gue as sementes coletadas em JRB e ABA - que apresentaram menor valor de
reflectancia, possuem tecidos mais saudaveis e metabolicamente mais ativos e,
consequentemente, mais viaveis fisiologicamente, quando comparados aos lotes
coletados em MCG, BNN e SDB. Ressalta-se que o lote originado de JRB apresentou
0s maiores valores do parametro area, além do maior percentual de sementes cheias
nos ensaios de Raio X, fortalecendo a hipétese da sua maior viabilidade fisiologica.

O resultado da autofluorescéncia ndo permitiu diferenciar os lotes, salvo na
combinacgao excitacdo/emissao 630nm-700nm, sendo as sementes coletadas em JRB
as de menor valor. Batista et al., (2022) encontraram altos valores de correlacdo entre
marcadores espectrais de autofluorescéncia e carotenoides (0,97), Clorofila a (0,98)
e Clorofila b (0,92) em sementes de soja (Glicine max L.) quando foram submetidas a
autofluorescéncia nesse espectro de combinacdo. Nesse sentido, é possivel destacar
as sementes coletadas em JRB como as de maior qualidade fisiol6gica e maturidade.
N&o obstante, € importante destacar que as diferengas no periodo de maturagéo
podem ser uma adaptacdo ambiental, ajustando-se as condi¢des do ecossistema (Xie.
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Jin, et al., 2023) e que, nesse sentido, é crucial identificar corretamente o estadio de
maturidade das sementes na coleta, pois a qualidade fisiol6gica vai se desenvolvendo
até o ponto ideal de maturidade (Batista, 2022).

7.0 CONCLUSAO

A andlise de imagem multiespectral associada ao raio X mostrou-se uma
técnica eficaz na caracterizacdo de sementes de M. martiussi (ex Benth) Harley &
J.F.Pastore. Sementes coletadas nas diferentes populacbes apresentam
heterogeneidade, tanto nos aspectos fisicos quanto quimicos, com identificacdo de
importantes diferencas nos atributos de tamanho e textura, além de indicadores de
gualidade fisiol6gica, de maturacao, vigor e viabilidade. Os lotes coletados em JRB e
ABA apresentaram caracteristicas muito proximas nos descritores de cor, area e
atributos fisiologicos de qualidade superior. Os dados obtidos indicam ainda que o
tamanho da semente pode representar um importante marcador da viabilidade, o que
podera facilitar e direcionar acdes de coleta do germoplasma e ampliar a possibilidade

de sucesso em programas de conservacao
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Edvan Assis Oliveiral, Lenaldo Muniz de Oliveira2, Cassio van den Berg?

Doutorando em Recursos Genéticos Vegetais, Universidade Estadual de Feira de
Santana, e-mail: eo4001@gmail.com;

2Programa de Pds-graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais, Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:
lenaldo.uefs@gmail.com;

2Programa de Pés-graduacéo em Botéanica - Departamento de ciéncias Biolbdgicas da
Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:vcassio@gmail.com.

1.0 RESUMO

A andlise genética de populagbes de plantas medicinais é fundamental para
compreender a diversidade e a estrutura genética, auxiliando na conservagao e no
uso sustentavel desses recursos. A caracterizacao através do uso de marcadores
moleculares, tem sido importantes pois, possibilitam a obtencdo de informacdes
fundamentais de aplicacdo na coleta e conservacao das espécies medicinais
importantes. Nesse sentido, o estudo objetivou analisar a estrutrutura e variabilidade
genética em 15 populacoes de Medusantha martiusii. Foram coletados matérias
genteticos de 240 individuos de 16 populacoes no estado da Bahia.Os dados foram
submetidos a indicadores de Nei, Indice de Shannon, AMOVA, Mtriz de distancia, e
estatistica de Writh. Os resultados mostraram que 14 % das variabilidade esta alocada
entre as populacoes e 86% dentro das populacoes. Ainda foi possivel observar a
existéncia de 75,11% de polimorfismos, com as populacoes de AMD, UMB, ITU, MDC
e SAB apresentaram maior diversidade genética enquanto as JRB e MRC
apresentaram as menores. Os individuos das populacoes ITU e SDE sdo os mais
similares geneticamente, enquanto os de MRC e JGR s&o os mais dissimilares, sendo

recomendados para uso em programas de melhoramento.

Palavras-Chave: Plantas Medicinais, Marcador ISSR, Polimorfismos, Caracterizacao

genética.
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2.0 INTRODUCAO

O género Medusantha € constituido por apenas 8 espécies e bastante
homogéneo, pertencente a familia Lamiaceae. A espécie M. martiusii (Benth) Harley
& J.F.B. Pastore é um arbusto caracteristico da vegetacdo da Caatinga em areas
semiaridas do Nordeste brasileiro (Harley & JFB Pastore, 2012). E uma planta
aromatica e medicinal de grande importancia pela aptiddo na producdo de Oleo
essencial rico em compostos de amplo uso e aplicacéo (Agra et al., 2008).

Medusantha martiusii (Benth) Harley & JFB Pastore € uma espécie nao
domesticada, conhecida popularmente como alfazema de caboclo (Agra et al.,2008).
Suas folhas sdo amplamente usadas na forma de ch& para o tratamento de doencas
estomacais e intestinais e suas raizes sdo comumente usadas para o tratamento de
inflamacbes de ovarios (Agra et al.,, 2008). Estudos laboratoriais com a espécie
apontaram que o 6leo essencial possui atividade citotoxica (Araujo et al., 2006) e
antimicrobiana (Coutinho et al., 2008). E consenso nas pesquisas o potencial
inseticida do seu Oleo essencial contra Aedes aegypti, agente transmissor da dengue
e Bemisia argentifolii (mosca branca), uma importante praga da fruticultura (Araujo et
al., 2003).

Contudo, a sua forma de exploracdo exclusivamente extrativista, aliada a
intensa ocupacdo das suas areas de ocorréncia natural, a crescente urbanizacéo e
expansao das areas agricolas e pecudarias, ttm elevado enormemente 0s riscos de
erosdo genética na espécie, com perdas irrecuperaveis de genes de grande
importancia econdmica. Nesse cenario, estudos e andlises genéticas populacionais
sdo importantes para fins de conservacao e preservacdo das espécies vegetais
(Koohdar, 2022). Conhecer a variabilidade genética de uma populacdo permite
presumir, sendo desvendar, quais os fenémenos ecoldgicos e genéticos atuantes na
evolucdo da espécie. Através desses estudos, torna-se possivel o conhecimento de
parametros, como a variabilidade genética populacional, diversidade, polimorfismos,
gargalos populacionais e deriva genética, entre outros, cujo conhecimento é
fundamental, pois forma base para a elaboracdo de estratégias de conservacao
eficazes (Yildirin et al., 2024), além de contribuir em programas de melhoramento
genético eficientes e bem-sucedidos (Cruz et al., 2020).

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em estudos de
genética de populagdes (Mohebi Anabat et al. 2020). Nos Ultimos anos 0s avangos na
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genética molecular de plantas forneceram uma ampla gama de técnicas de
marcadores, usados na avaliagdo e mapeamento de estruturas populacionais,
melhorando, dessa forma, o uso e aplicagdo dos germoplasmas (Hussain e Missar,
2020). Sao técnicas importantes e frequentemente aplicadas no estudo de diversidade
genética, porque sdo mais eficientes, confiaveis e insensiveis as variagdes ambientais
do que caracteres fenotipicos (Ray et al., 2019; Ismail et al., 2019). Trabalhos tem
destacado o papel destas técnicas em programas de melhoramento e preservacao
dos recursos genéticos vegetais (Al-Hadeithi, Z.S.M e Jasim, A.S., 2021). Marcadores
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tem sido usados para andlise de populacdes
devido a sua robustez, custo-beneficio e maior reprodutibilidade (Das et al., 2019 e
Ray et al., 2019). Sdo marcadores dominantes, simples, rapidos de obter, altamente
polimorficos (Gupta et al., 2021; Ghanbari et al., 2022) e amplamente aplicados em
estudos de relacdes genéticas em plantas medicinais (Gupta et al., 2021; Feijo et al.,
2022).

Apesar do valor socioecondmico da Alfazema de caboclo, até 0 momento nao
h&d nenhum estudo dedicado a sua conservacao. Para preencher essa lacuna de
conhecimento, essa pesquisa buscou medir a estrutura populacional e a variabilidade
genética da espécie M. martiussi, gerando informacBes importantes para a

preservacao, conservacao e uso sustentavel da espécie.

3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Localidades e amostragem

A pesquisa abrangeu 15 populacfes da espécie Medusantha martiusii (Benth)
Harley & J.F.B. Pastore, coletadas em quatro mesorregioes do estado da Bahia/Brasil
— Regido do Vale do Sdo Francisco, Regido do centro Norte Baiano, Regido do Centro
Sul e Nordeste Baiano (Figura 1 e Tabela 1). Foram coletadas folhas de 16 individuos

por populacao (acesso), totalizando 240 individuos amostrados.
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Tabela 1: Localizagdo, coordenadas geogréaficas e nimero de depdsito das exsicatas no herbario
(HUEFS) dos locais de coleta das popula¢gbes de Medusantha martiusii (ex Benth) Harley & J.F.B

Pastore no estado da Bahia-Brasil.

Coordenadas Geograficas

Local -Cddigo Voucher
Latitude Longitude

1-Maracas - MRC 13° 27'59” S 40° 30' 754"W  HUEFS 259265
2-ltuacu -ITU 13° 46'45"S 41°18'359"W  HUEFS 259266
3-Mucugé - MCG 12° 56'08"S 41° 23'072"W  HUEFS 259264
4-Abaira - ABA 13° 15'07"S 41° 40'762"W  HUEFS 259267
5-Seabra -SAB 12° 25'35"S 41° 47' 863"W  HUEFS 259268
6-Boninal - BNN 12°42'07"S 41°49'40"W HUEFS 259269
7-Morro Chapéu- MDC 11°38'03"S 40°58'54"W HUEFS 259270
8-Ameérica Dourada-AMD 11°26'22"S 41°26'22"W HUEFS 259271
9-Jacobina - JCB 11°05'02"S 40°41'23"W HUEFS 259272
10-Umburana - UMB 10°41'59"S 41°17'40"W HUEFS 259273
11-Saude - SDE 10°55'40"S 40°24'50"W HUEFS 259274
12-Cansangéo - CSC 10°39'47"S 39°32'6"W HUEFS 259276
13-Filadélfia - FDF 10°32'22"S 40°08'17"W HUEFS 259277
14-Jaguarari - JRG 10°24'09"S 40°19'54"W HUEFS 259278
15-Jeremoabo - JRB 09° 56' 44"S 38° 17' 38"W HUEFS 259279

Cada populacdo foi geolocalizada, com distancia minima de 60km entre
populacdes. Folhas frescas, saudaveis e jovens de 16 individuos de cada populacao
foram colhidas, acondicionadas, identificadas e armazenadas em caixa térmica até a

extracdo do DNA (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo geogréafica e geomorfologia da localidade de quinze popula¢des de Medusantha

matrtiusii (Benth.) Harley & J.P.F. Pastore, coletadas no estado da Bahia-Brasil.

3.2 Isolamento do DNA e Quantificacéo

Parte das folhas coletadas (50 mg) foram usadas para extracdo de DNA,
seguindo o protocolo CTAB (Doyle e Doyle, 1990) com pequenas adaptacbes. A
concentracdo de DNA (quantificacdo) foi estimada usando gel de agarose a 1,5%.
Posteriormente, a pureza e a concentracédo final das amostras do DNA (diluido20x em
agua ultrapura) foram medidas com um espectrofotémetro (The NanoDrop® 2000 UV-
Vis) antes de serem submetidas as analises.
3.3 Amplificacdes do DNA e Reagédo em Cadeia de Polimerase- PCR

Dezoito primers ISSR foram inicialmente selecionados aleatoriamente para

teste. Ao final, somente nove foram considerados polimarficos, por produzirem bandas
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fortes e de boa resolucao, razdo pela qual foram selecionados para a amplificacdo de
PCR e genotipagem.

O volume usado nas reagbes de amplificagdo foi de 10uL, com a seguinte
composic¢ao: 1uL de DNA total (5 ng/pL), 0,36 pL de 15uM de Primer ISSR, 2,5 uL Taq
DNA Polimerase (Kit Qiagen- Taqg PCR Core KIT 1000 U), 2 yL de TBT (Trehalose-
Based Additive - Samarakoon et al., 2013 ) e 4,16 yL de agua ultrapura. As reagdes
foram realizadas com o seguinte protocolo: desnaturacéo a 94° C por 1 min e 30 s.,
seguido por 35 ciclos de desnaturacao a 94° C com duracéo de 45s. Temperatura de
anelamento (48°C —51°C, variando de acordo com o prime) e uma extensao inicial de
72° com duragéo de 1min e 30 s e a final com 72°C com 7 min, intercaladas por dois
periodos: um de 94° C e outro de 45°C, ambos com duracao de 45 s.

Gel de agarose a 1,5%, contendo tampao TBE 0,5X, foi usado para a
eletroforese dos DNA amplificados a uma voltagem de 120V e 80mA por 90 min. Em
seguida, brometo de etidio (C12H20BrNz) foi usado para realizar a coloragao do gel e
ser visualizado usando Luz UV e fotografado. Um escada de DNA (Ladder) de 100 pb
foi usada como marcador de peso molecular (Ludwig Biotec, Porto Alegre). As
fotografias dos géis foram analisadas e padronizadas com marcacao de regibes
similares em relacéo a presenca ou auséncia de bandas. Foi utilizado nessa etapa o
software GEOCOMPAR 1l (BioNumerics software v 5.01 - Applied Maths, Kortrijk,
Belgium).

3.4 Analise de dados

As bandas foram identificadas como 0 ou 1 (presentes ou ausentes) e os dados
resultantes obtidos do software GELCOMPAR Il foram agrupados em uma matriz (165
colunas x 239 linhas). Os parametros de diversidade e estrutura intra e
interpopulacional foram os seguintes: numero de bandas polimérficas (NBp),
porcentagem de polimorfismo (%Bp), niumero de alelos em cada locus (Na), nUmero
efetivo de alelos (Ne), diversidade genética de Nei(1973), indice de Shannon (IS),
namero de alelos em cada locus, numero efetivo de alelos, numero de bandas
privadas e coeficiente de diferenciacdo genética (Gst).

Foram realizados agrupamentos com o método Neighbor Joining, além da
analise de coordenadas principais (PCoA). O teste de AMOVA (andlise de variancia
molecular) foi realizado para verificar as diferencas genéticas significativas entre as
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populacfes estudadas. O teste de Mantel foi realizado para verificacdo de possivel
correlacdo entre as distancias geograficas e genéticas das populacdes. As relacdes
entre as populag6es foram aferidas pelo método Bayesiano, com apoio do software
STRUCTURE 2.2 (Pritchardt et al., 2000).

Para geracdo dos resultados estatisticos e qualificacdo das analises, gréficos
e mapas foram elaborados utilizando os softwares GENEAIEX 6.5 (Peakall e Smouse,
2011), STRUCTURE 2.2(Pritchardt et al., 2000), Genes, AFLP-Surv v. 1.0 (Vekemans
et al., 2002) e PHYLIP v. 3.695 (Felsenstein, 2007) e QGIS 3.34.

4.0 RESULTADOS

4.1 Polimorfismos ISSR

Dos 240 individuos das 15 populac¢des foram identificados 165 loci polimorficos.
O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 100 pb a 2.500 pb. O PIC variou
de 0,1897 até 0,2256, com média de 0,2150 com os primes JHON e DAT com maiores
informacdes (0,2256 e 0,2187, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2: Nome do primer, sequéncia nucleotidica, temperatura de anelamento (°C), N° de bandas
polimérficas (NBp) e conteudo informativo de cada marcador ISSR utilizado na caracterizacdo de 15
populagBes de Medusantha martiusii (Benth.) Harley e J.F.B.Pastore, localizados no estado da Bahia -
Brasil.

(continua)

Prime Sequéncia  Anl(°C) NBp Na Ne IS PIC

ISSR4 (CA)8BGT 50,10 18 1,407 1,292 0,200 0,2155
ISSR6 (AG)8-YT 50,2 21 1,393 1,259 0,264 0,1945

ISSR7 (AG)8-YC 50,2 22 1,091 1,178 0,200 0,1897

DAT (GA)7-RG 50,0 17 1.718 1.379 0.359 0,2187
GOOFY GT)7-YG 49,0 17 1,400 1,302 0,286 0,2155
CHRIS (CA)7-YG 50,0 18 1548 1.274 0.291 0,1942

MAO (CTC)4-RC 51,0 16 1,458 1,248 0,269 0,1904

JHON (AG)7-YC 48,1 17 1365 1.305 0.291 0,2256
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(conclusao)

Prime Sequéncia  Anl(°C) NBp Na Ne IS PIC

MANNY  (CAC)4-RC 51,0 18 1530 1.293 0.293 0,2010

TOTAL - - 165 - - - -

Y =CouTeR=AouG; Anl: temperatura de anelamento; NBp: n° bandas polimorficas; Na; niUmero
de alelos por locus; Ne: nimero efetivo de alelos; IS: indice de diversidade de Shannon; PIC: Polymorfic

Information Content.

4.2 Diversidade e estrutura genética

No nivel intra populacional houve uma média de 118 bandas e a porcentagem
de polimorfismos (%Bp) variando de 50,30% - 80,61%, com média de 71,11%. A
populacdo ITU exibiu a maior variabilidade entre as quinze popula¢des, enquanto a
populacdo de JRB mostrou a menor variabilidade. Um total de 9 populacdes (60%)
tiveram valor (% Bp) acima da média e, das 117 bandas com polimorfismo
encontradas, cinco populacdes (33%) apresentaram bandas privadas (Le): ITU, MCG,

SAB, FLF e JRB, porém todas com apenas uma banda cada (Tabela 3).

Tabela 3: Numero de individuos genotipados (N), nimero de bandas polimérficas (NBp) porcentagem
bandas polimérficos (%Bp), indice de diversidade de Nei (He), indice de Shannon (I) e locus exclusivos

(Le) identificados com marcador ISSR em 15 popula¢des de Medusantha matrtiusii(ex Benth) Harley &

J.F.B.Pastore no estado da Bahia-Brasil. (continua)

Populacao N NBp (%)Bp He IS Le
MRC 16 101 59,39 0,142 0,226 0

ITU 15 134 80,61 0,212 0,336 1

MCG 16 117 70,91 0,178 0,283 1
ABA 16 124 75,15 0,146 0,248 0

SAB 16 124 75.15 0,184 0,293 1

BNN 16 125 75,76 0,191 0,306 0
MDC 16 125 75,15 0,205 0,321 0
AMD 16 130 78,18 0,205 0,324 0
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(concluséo)

Populagéo N NBp (%)Bp He IS Le
UMB 16 128 76,36 0,204 0,323 0
SDE 16 122 73,94 0,204 0,320 0
CsC 16 109 66,06 0,148 0,240 0
FLF 16 120 72,73 0,144 0,241 1
JGR 16 113 68,48 0,175 0,279 0
JRB 16 83 50,30 0,104 0,173 1
Média 15,93 118 71,11 0,175 0,280 -

A heterozigosidade esperada (He) de Nei (1973), variou de 0,212 (ITU) a 0,104
(JRB) com uma média de 0,175. O indice de informac&o de Shannon (IS) variou de
0,336 emITU a 0,173 em JRB, com valor médio de 0,228. Estes resultados apontam
gue a populacdo de Ituacu (ITU) apresenta a maior diversidade genética e, em
contraste, a de Jeremoabo (JRB) apresentou menor diversidade genética observada

entre as 15 populacdes analisadas.

4.3 Estrutura Populacional

A Analise de variancia molecular (AMOVA) demonstrou que 14% da variacao
total foram encontradas entre as populagfes, enquanto o restante, 86%, estava dentro
das populacdes analisadas (Tabela 4). O Coeficiente de diferenciacdo genética entre
populacdes (Gst) foi de 0,1402, comprovando o resultado apresentado pela AMOVA
e reforcando o entendimento de que cerca de 14% da variacdo genética existente
encontra-se entre as populacdes, o que € considerado um valor moderado (alta
diferenciacao seria a partir de 0,25).

Adistancia genética dos pares de populacdes com base na identidade de Nei
(1973) variou de 0,5993 (MRC vs JRB) a 0,1492 (ITU vs MDC). No indice de Jacaard,
0s resultados sdo convergentes e mostraram a mesma tendéncia, com o indice de
distancia variando de 0,874 (ABA vs JRB) a 0,723 (ITU vs MDC) com um valor médio
de 0,796. (Tabela 4).
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Tabela 4 — Identidade genética de Nei(1978) (abaixo da diagonal) e indice de Jacaard (acima da diagonal)

entre 15 popula¢des de Medusantha martiusii (ex Benth) Harley & J.F.B.Pastore coletados no estado da

Bahia-Brasil.

MRC ITU MCG ABA SAB BNN MDC AMD JCB UMB SDE CSC FLF JGR JRB
MRC * 0785 0814 0.824 0760 0811 078 0751 0.797 0.777 0.794 0802 0.825 0.833 0.861
ITU 0.428 b 0759 0821 0.753 0.780 0724 0.743 0748 0731 0741 0.790 0.815 0.807 0.849
MCG 0.535 0.228 b 0.816 0775 0.801 0753 0.773 0773 0.793 0779 0789 0824 0.790 0.858
ABA 0401 0264 0251 ok 0.814 0816 0.815 0814 0.825 0827 0.815 0816 0.834 0847 0.875
SAB  0.320 0.183 0.240 0,217 i 0796 0739 0.758 0.768 0.761 0765 0.754 0.807 0.792 0.848
BNN 0.405 0.185 0.267 0.139 0.204 ox 0782 0778 0792 0.782 0778 0.800 0.836 0.822 0.862
MDC 0437 0.149 0221 0.255 0.155 0.210 ok 0735 0758 0741 0756 0.780 0795 0.772 0.839
AMD 0.309 0.193 0.282 0.244 0.201 0.183 0.188 ok 0.767 0.740 0756 0.781 0.832 0.792 0.854
JCB 0460 0190 0267 0.286 0224 0217 0.233 0.245 ox 0.753 0.748 0777 0.826 0.814 0.863
UMB 0405 0.155 0.338 0.280 0204 0.186 0.193 0177 0.197 b 0750 0.795 0.828 0.806 0.855
SDE 0438 0148 0.253 0203 0.181 0.144 0202 0.190 0.154 0.169 o 0.059 0827 079 0.852
CSC 0473 0.326 0.326 0266 0178 0257 0297 0294 0280 0.341 0.187 o 0.812 0.803 0.831
FLF 0461 0291 0330 0238 0239 028 0234 0369 0.350 0.349 0.316 0.297 b 0.837 0.854
JGR 0596 0.356 0.287 0.352 0.260 0.308 0244 0.305 0.384 0.354 0277 0.332 0.358 b 0.860

JRB 0422 0.390 0471 0599 0369 0.413 0.357 0422 0472 0428 0.384 0316 0.356 0.417 b

MRC — Maracas; ITU- Ituacu; MCG- Mucugé; ABA- Abaira; SAB- Seabra; BNN-Boninal; MDC-Morro Chapéu;
AMD- América Dourada; JCB- Jacobina; UMB- Umburanas; SDE- Saude; CSC- Cansancao; FLF- Filadélfia;

JGR- Jaguarari; JRB- Jeremoabo.

A andlise de agrupamento pelo método Neighbor-Joining (Figura 2) e

Coordenadas principais — PcoA (Figura 3) possibilitou agrupar as 15 populacdes em

4 grupos : o grupo | - como 0 menor grupo e a participacdo isolada da MRC; o grupo

Il formado pelas populacbes ABA, FLF, JRB, BNN e CSC. grupo llI foi agrupado por

duas populagbes: MCG, JGR e o grupo IV que agregou as populacdes mais similares,

com caracteristicas mais préoximas e formados por JCB e SDE. Ja as populacoes

AMD, UMB, ITU, MDC e SAB (com destague em azul)é uma colecdo mais

heterogénea

agrupamento.

com distancias maiores entre Si € pouco convergentes para um
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Figura 2: Dendrograma obtido pelo método de Neighbor-Joining a partir da matriz de distancia genética

de Nei de 15 populacdes de Medusantha martiusii(ex Benth) Halley & J.F.B.Pastore coletadas no

estado da Bahia-Brasil.

A analise de coordenadas principais (PCoA) explicou 49,42% da variacao dos
dados. A PCoAl, com 35,64% , separou G1(MRC) dos grupos G2 (JRB, CSC, FLF,
BNN e ABA e G3 (MCG e JGR ). A PCo2, com 13,78%, separou G2(JRB, CSC, FLF,
BNN e ABA) e G1(MRC) dos grupos formados pelas populacbes G3(MCG e JGR) e

G4(JCB e SDE). As outras populaces — destacadas em azul na arvore, ndo foram

agrupadas pela PCoA sendo, provavelmente, diferentes entre si.
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Figura 3: Gréfico de disperséo através da Analise Coordenadas Principais (PCoA) com base na matriz
de distancia de Nei em 15 populac¢des de Medusantha martiusii (ex Benth) Harley & JFP Pastore obtidos
a partir de marcadores moleculares ISSR.

A estrutura populacional foi analisada usando um modelo Bayesiano de Markov
Chain Monte Carlo (MCMC), com auxilio do software STRUCTURE v2.3.4(Pritchardt
et al., 2000). O Valor K foi usado para estimar o niumero de clusters/categorias com
base nos dados genotipicos. O AK mostrou um pico acentuado em K=2 e K=5 e, além
disso, houve um pequeno pico observado em k= 4 (Figura 4C), o que pode indicar
outro grupo génico. O k=2, notabilizou-se pela predominancia de um grupo génico —
destacado na cor vermelha, sobre um outro pool genético, aqui representado pela cor

verde. Destaca-se aqui a populagdo JRB com o maior nimero de individuos

80



integrantes (90%) nesse grupo genético(FiguradA e 4B).O Segundo grupo,
representado na figura 4A e 4B destacado na cor verde apresenta uma participacéo
menor dos individuos de cada populacdo na formacdo desse agrupamento genético.
O Pico de K= 5 dividiu os acessos em cinco grupos génicos: Grupo | —
destacado na cor vermelha, tem 65,65 % de ades&o/compartilhamento dos acessos
da JGR e 56,80% da CSC (Figura 4C). O Grupo I, representado pela cor verde, tem
79,80% dos individuos de MRC evidenciando, dessa forma, um forte grau de
pertencimento dessa populacéo a esse pool génico, sugerindo, assim, uma populagéao
melhor estruturada e/ou menos miscigenada. Um outro grupo génico € o Grupo IIl —
representado pela cor azul, onde ndo se verifica predominancia de uma populagao
especifica e, 0 de menor participacédo dos individuos de cada populagdo—com menos
de 10%,na sua composic¢do. O Grupo IV tem a maior participacédo dos individuos das
populacdes ABA e FLF (56,70% e 51,50%) é representado pela cor amarela. Destaca-
se aqui, a participacdo dessas populacoes do mesmo agrupamento sugeridos pela
dendograma e PCoA. As populacdes coletadas em ITU e UMB aderem mais
fortemente ao grupo génico representado pela cor roxa- Grupo V, com 58,50% e
51,90%, nessa ordem. Chama atencdo nesse ultimo grupo a participacdo de

individuos de MRC, que foi praticamente inexistente, com menos de 1% (Figura 4B).
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Figura 4: A - Adeséao dos individuos de cada populagdo nos grupos genéticos formados pelo modelo
Bayesiano de Markov Chain Monte Carlo (MCMC estimada a partir de 239 acessos de Medusantha

martiusii (Benth) Harley & J.F.Pastore. C - Valores de A K (Evanno - 2005) para 15 popula¢des.
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5.0 DISCUSSAO

O resultado de 0,2150 do PIC encontrado mostram que o0s primers usados
foram moderadamente informativos de acordo com Serrote et al. (2020), que
considera PIC entre 0,25 e 0,50 valores muito informativos. E um resultado que esta
convergente com o PIC apurado nos estudos de diversidade genética de Sideritis
gulendamiiL., uma planta ameacada de extincdo e endémica da Turquia com
populacdes estreitas e fragmentadas(Yildirim et al., 2024).

O valor médio das porcentagens de locus polimérficos das populagcbes de
Medusantha martiusii (71,11%) indicam uma taxa de polimorfismo entre moderada a
alta. Outras pesquisas usando marcadores moleculares ISSR em plantas da familia
Lamiaceae mostraram que o polimorfismo populacional pode apresentar niveis
variados de locus polimérficos(%Bp), como, por exemplo, o encontrado em uma
espécie endémica e ameacada Scutellaria yildirimlii com %Bp de 56,50 (Yildirim et al.,
2023). N&o obstante, outros trabalhos apresentaram elevadas taxas de locus
polimorficos em plantas dessa mesma familia, como o estudo de Silva et al. (2023)
em Eplingiella fruticosa Harley & JFB Pastore (Lamiaceae), que encontrou valores de
Bp de 89,80%. Sabe-se que fatores ambientais, tais como 0s niveis de antropizacéao,
selecdo, tamanho da populacéo entre outros podem influenciar e/ou, em alguns casos,
determinar o grau de variabilidade genética da uma populacdo. O baixo valor dos
indicadores da diversidade dentro das populacdes, tais como o indice de Nei (He =
0,104 ) e Shannom (IS=0,173) e o polimorfismo (%Bp = 50,30), encontrados em JRB,
podem ser explicados pelo fato de que a coleta foi realizada em uma localidade de
forte influéncia antropogénica, com frequentes queimadas, perda de habitat para
formacdo e requalificacdo de rodovias e, também, na proximidade de pastagens
formadas a partir da supressao da vegetacao nativa, ocasionando, dessa forma, a um
possivel efeito gargalo.

O resultado da AMOVA indicou que a variacdo genética total é devido a
diferencas entre individuos dentro de populacdes (86%), enquanto (14%) da variacao
genética, esta alocada nas diferencas populacionais, o que é considerado um valor
moderado a alto, o que demonstra uma populacéo estruturada. Esse resultado esta
convergente com o apontado pelo indice ®st de 0,1402 (Tabela 4). A andlise de
Wright também apoiou os resultados anteriores com um coeficiente de diferenciagéo

genética de 0,21 (0,05 < Fst <0,25), considerado moderado. Esse resultado converge
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com o encontrado por Silva et al (2023) em estudos com populag¢des de Eplingiella
fruticosa, uma espécie medicinal e aromatica pertencente a mesma familia
(Lamiaceae). A apuracdo do coeficiente de diferenciacao genética de Wright(Fst) é
fundamental para avaliar a estrutura genética de uma populacdo, bem como medir o
grau de diferenciacdo, parametros que ajudam a entender o fluxo génico e/ou
isolamento populacional.

O dendograma feito pelo modelo Neighbor-Joining separou as 15 populacdes
em quatro grupos. Um resultado que foi convergente com os apontados pela andlise
PCoA (Figura 2 e 3). O grupo | é o isolado, formado apenas por MRC. O isolamento
desta populacdo também foi sugerido pelo STRUCTURE (Figura 4A) que apontou
MRC com adesao de 80% dos individuos a um s6 pool genético (representado pela
cor verde). E também desta populacdo os mais baixos indices de diversidade intra-
populacional, com He = 0,142, IS = 0,226 e %Bp de 59,39. A baixa variabilidade
genética deste grupo pode ser devido a deriva genética e barreiras ao fluxo génico
ligado a polinizacéo e dispersdo. Esse cenario pode ser agravado pelo elevado risco
de perdas de genes (erosao genética) promovida pela expansao urbana e atividades
agropecuarias, por exemplo. Nesse sentido, cabe atencdo especial em estratégias de
conservacao nessa populacdo. O Grupo Il formado por ABA, FLF, JRB, BNN e CSC
foram as populacoes que mais alocaram os individuos na formacao do Grupo 4
(destacado no cor amarela) pelo STRUCTURE. Este grupo pode ter sido agrupado
pela aptiddo adaptativa da espécie em crescer e desenvolver em ecossistemas
ambientais distintos em fatores como clima, temperatura e relevo como a plasticidade
adaptativa observada em Eplingiella fruticosa por Silva et al., 2023 uma espécie
medicinal, pertencente a familia das Lamiaceae e muito comum no Bioma Caatinga.

O grupo lll foi formado por JGR e MCG. Estas populacoes estdo entre as
maiores contribuices (65,60% e 42,50%) na formacao do grupo génico 1l(destacado
em vermelho) sugerido pelo STRUCTURE. Os individuos estdo presentes em
condi¢cbes ambientais diferentes/diversos. Um deles, apresenta tipologia climética
CWhb - predominante nos planaltos e serras com chuvas no verdo e temperaturas
amenas: MCG e, o outro ambiente € do tipo BSh — com escassez de chuva e
distribuicdo irregular: JRG. A miscigenacdo dos individuos dessas populacoes
destacado pelo STRUCTURE, pode configurar um ecoétipo associado a plasticidade
adaptativa desses individuos a ambientes contrastantes.
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O grupo IV foi formado por JCB e SDE. E o grupo que esta inserido na mesma
geomorfologia e pertencentes a mesma cadeia montanhosa - Piemonte da Chapada
Diamantina como similaridades de clima, altitude e amplitudes térmicas.

Em geral os resultados da separacdo dos grupos realizados pelo padrdo de
agrupamento obtido pelo método Neighbor-Joining e PCoA foram consistentes e
convergentes. As divergéncias de agrupamento desses métodos e, os formados pelo
STRUCTURE pode ser devido a existéncia da mistura gendmica que favoreceu
divergéncia na classificacdo. Outro ponto é que o mesmo padrdo de centros de
similaridade da PCoA foram exibidos na analise Negbhor-Joining e que, no geral,

mostrou um nivel razoavel de diversidade revelado pelos marcadores ISSR.

6.0 CONCLUSAO

A andlise indicou variabilidade genética nas populacdes de Medusantha
martiusii, com diferenciacdo entre as popula¢gdes. As populacbes AMD, UMB, ITU,
MDC e SAB apresentaram maior diversidade genética enquanto as JRB e MRC
apresentaram as menores. Os individuos das populacoes ITU e SDE sdo os mais
similares geneticamente, enquanto os de MRC e JGR séo os mais dissimilares, sendo
recomendados para uso em programas de melhoramento.Os dados obtidos sugerem
atencdo em estratégias de coleta e conservacdo do germoplasma da espécie, com

vistas na preservacao de pool génico existente.
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CAPITULO IV
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SUMMARY:

Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore is a medicinal plant of the
Lamiaceae family. It is a shrub known by the common name ‘alfazema de caboclo’ by
the people in places of natural occurrence. It is mainly used in health treatments in the
form of teas made from macerated leaves. Furthermore, the essential oils have proven
activity against insects of relevance to agriculture and health. However, there are no
reports of morphological and agronomic characterization of this species, despite its
economic importance. The objective of this study was to perform morphoagronomic
characterization of 13 populations, located in different regions of the Brazilian state of
Bahia, based on 6 qualitative and 12 quantitative descriptors extracted from the leaves,
crown and stem. The results indicated significant differences in the variables leaf and
stem color, leaf and stem shape, plant architecture, crown morphology and growth
habit. Quantitative variables also indicated phenotypic diversity, such as plant height,
stem diameter, canopy diameter, canopy shape, number of tillers, leaf area, and leaf
dry weight. Multivariate analysis indicated the formation of four distinct groups. We also
observed that the ABA and MRC populations were the most dissimilar, while the MDC
and JCB populations were the most similar. The results also highlighted the ABA, RDC,
JGR, SAB, and CSC populations as those with superior agronomic characteristics, and

therefore are indicated for improvement programs.

Keywords: Essential oil, Phenotyping, Medicinal plants, Caatinga
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CAPITULO IV

CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE GENOTIPOS DE Medusantha
martiusiiBENTH) HARLEY & JF.B PASTORE

1.0 RESUMO:

Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore € uma planta medicinal da
familia Lamiaceae. E um arbusto conhecido popularmente, nos locais de ocorréncia
natural, como alfazema de caboclo e usado de forma extrativista na forma chas de
folnas maceradas em tratamentos de saude. Os 0leos essenciais apresentam
atividade comprovada contra insetos de relevancia para a agricultura e saide. Nao ha
relatos de dados de caracterizacdo morfolégica e agrondmica dessa espécie, apesar
da sua importancia economica . O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacéo
morfoagronémica de 13 populacdes, coletadas em diferentes regides do estado da
Bahia-Brasil, com base em 6 descritores qualitativos e 12 quantitativos, mensurados
nas folhas, copa e caule. Os resultados apontaram diferencas significativas nas
variaveis cor da folha e caule, formato das folhas e caules, arquitetura das plantas,
morfologia da copa e habito de crescimento. Variaveis quantitativas também indicaram
diversidade fenotipica, como na altura da planta, diametro do caule, diametro da copa,
formato da copa, numero de perfilhos, area foliar, peso seco da folha. A analise
multivariada apontou a formacao de 4 grupos distintos. Também foi possivel observar
gue as populacdes ABA e MRC foram as mais dissimilares enquanto as populacoes
MDC e JCB as mais similares. O estudo também destacou as populacoes ABA, RDC,
JGR, SAB e CSC como as que apresentaram caracteristicas agronémicas superiores

e, por isso, indicadas para programas de melhoramento da espécie.

Palavras-Chave: Oleo essencial, Fenotipagem, Plantas medicinais, Caatinga
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2.0 RESUMO GRAFICO
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3.0 INTRODUCAO

O género Medusantha Harley & JFB Pastore apresenta distribuicdo no Brasil,
facilmente reconhecido pelas flores em capitulos globosos de bractéolas filiformes e
macias, constituido por apenas oito espécies (Harley & JFB Pastore, 2012). A espécie
Medusantha martiussi (ex Bent) Harley & J.F.B.Pastore possui um formato arbustivo
e, apesar de ampla distribuicdo, é tipica do Bioma Caatinga na regido semiarida do
nordeste brasileiro (Harley & JFB Pastore, 2012), habitando, predominantemente,
locais com solos 4cidos, bem drenados e de baixa fertilidade (Oliveira E.A., 2024).

Medusantha martiussi € um arbusto bastante aromatico, conhecido
popularmente como alfazema de caboclo. O 6leo essencial produzido por suas folhas
possuem atividade comprovada contra insetos de relevancia para a agricultura e a
saude, como a Bemisia argentifolii e Aedes aegypti (Araujo et al., 2003). Outros
estudos comprovaram sua acdo antimicrobiana (Coutinho et al., 2008) e citotdxica
(Araujo et al., 2006).Na medicina popular o cha de macerado de folhas € bastante
usado em tratamentos de doencas gastricas e intestinais, bem como suas raizes sao
comumente utilizadas nas inflamacgdes de ovarios (Agra et al., 2008).

Embora Medusantha martiusii seja amplamente utilizada pelas comunidades
locais, tanto na fitoterapia quanto como no manejo de pragas, o0 crescente extrativismo
sem manejo sustentavel e a fragmentacdo de seu habitat natural colocam em risco
nao apenas a manutencado das populacdes silvestres, mas também a variabilidade
genética necessaria para sua adaptacdo a mudancas ambientais e pressfes de coleta
(Silva et al., 2021). Sem um mapeamento detalhado da diversidade intra e
interpopulacional, corremos o perigo de perder genétipos com potencial agronémico
e farmacologico antes mesmo de conhecé-los (Costa et al., 2020). Além disso, a
heterogeneidade fenotipica pode indicar ecotipo adaptados a diferentes microclimas
do semiarido, informacéo imprescindivel para orientar estratégias de conservacao ex-
situ e uso sustentavel em programas de melhoramento e de producdo de Oleo
essencial (Lima et al., 2019). Dessa forma, a caracterizacado ecogeografica e morfo-
agrondmica torna-se urgente, ndo s para embasar politicas de protecdo e manejo da
espécie na Caatinga, mas também para valorizar e ampliar seu uso em biotecnologia,

fitoterapicos e controle biolodgico de pragas.
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Por ser uma espécie ndo domesticada e apresentar amplo uso popular, via
extrativismo, estudos sobre o grau de variacado de suas populacdes remanescentes
sdo essenciais. Variagoes intra e interpopulacionais frequentemente tem implicacdes
importantes para adaptacdo da espécie, contribuindo para o entendimento dos
mecanismos e fatores de adaptacéo das espécies vegetais (Zhang et al., 2022). Além
disso, o estudo da diversidade fenotipica de uma espécie agrega valor a esse recurso
genético, de forma que as informacdes geradas aumentem a sua utilizacao (Paiva et
al., 2019).Descritores morfoldgicos e agrondmicos podem contribuir para uma analise
mais abrangente da diversidade genética em varias plantas (Long et al., 2020) e,
também, favorecer a obtencdo de informacdes importantes que permitam ampliar o
entendimento da diversidade da espécie.

A caracterizacao da diversidade fenotipica de uma espécie se fundamenta em
descritores visualmente acessiveis, como cor, formato, peso e habitos de crescimento
(Zhao et al., 2021).Dados de diversidade em vegetais sdo Uteis para incrementar
programas de conservacdo da espécie e melhoramento genético de plantas,
melhorando a qualidade no uso e aplicagbes como aumento dos valores nutricionais
e medicinais, além de caracteristicas agronémicas importantes como, tolerancia a
estresse bidticos e abidticos(Rhoughani et al., 2018). Estudos assim, permitiram a
identificacdo da variabilidade genética existente em Lippia origanoides Kum,( Feijo et
al., 2024) e Eplingiella fruticosa (Silva et al., 2024) espécies vegetais de importancia
medicinal com aptidédo na producéo de Oleos essenciais.

Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo a caracterizacao
morfoagronémica de 13 populacbes de Medusantha martiussi(ex Benth) Harley &
J.F.B. Pastore.
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4.0 MATERIAL E METODO

4.1 Coleta e cultivo dos gendtipos

Foram coletados 13 genotipos da espécie Medusantha martiussi (ex Benth)
Harley & J.B.F. Pastore em diferentes municipios do estado da Bahia, Brasil (tabela
1). Seis plantas matrizes de cada gendtipo foram coletadas e transferidas para vasos
plasticos com capacidade para 10 litros, preenchidos com terra vegetal e mantidas em
casa de vegetacdo, na Estacdo Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEHF/UEFS), em Feira de Santana, Bahia, Brasil, com
coordenadas 12° 15’ 24" S e 37° 57’ 53" W e altitude de 234m.

Tabela 01: Local de coleta, codigo identificagdo, coordenadas geograficas e meso regido dos sitios de
ocorréncia natural dos 13 gendétipos de Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & J.B.F. Pastore. Feira
de Santana, Bahia, 2021

Cddigo Municipio Lat-CoordenadaLsong- Mesorregiao
MRC Maracas 13°27'58” S 40°30'59"W Centro Sul
ABA Abaira 13°15'31”S  41°40°'35" W Centro Sul
SAB Seabra 12°25'07” S  41°47°'36” W Centro Sul
BNN Boninal 12°42°03” S  41°49’40" W Centro Sul
MDC Morro do Chapéu 11°38'22” S 40°58'47”W  Centro Norte
JCB Jacobina 11°05'59” S  40°41’58” W  Centro Norte
UMB Umburana 10°41’40”S  41°17'26” W  Centro Norte
SDE Saude 10°55'49”S  40°24’41” W  Centro Norte
CSC Cansancgao 10°39°22” S 39°32°24” W Nordeste
FLF Filadélfia 10°22’09”S  40°0812” W  Centro Norte
JGR Jaguarari 10°24°'44” S  40°1942” W  Centro Norte
JRB Jeremoabo 09°56’49” S 38°17°06” W Nordeste
RDC Jeremoabo Il 09°47°55” S 38°29'54” W Nordeste

Cada gendtipo foi propagado vegetativamente, através de estacas de 15 cm
retiradas do terco médio das plantas matrizes e cultivadas em sacos de polietileno de
15cm x 25cm, preenchidos com mistura de substrato comercial(Topstrato®) + terra
vegetal na proporcao de 1:1. As estacas foram mantidas em casa de vegetacao e
irrigadas manualmente 3 vezes na semana. As estacas permaneceram nessas
condi¢des até o enraizamento e formagao das mudas, que ocorreu por volta dos 90
a 100 dias.
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com quatros
blocos e quatro plantas por unidade estatistica, totalizando 16 plantas por gendtipos,
com cada gendtipo representando um tratamento. As mudas foram plantadas em
covas adubadas com 1 litro de esterco bovino e dimensdes de 20 x 20 x 20 cm, em
espacamento de 2,0 m entre linhas e 1,5 m entre plantas, em uma area de 763 m?
com um total de 288 plantas. Durante o cultivo foram realizadas capinas manuais
sempre que necessario e irrigagdes em dias alternados, de forma a garantir boas

condicdes de umidade e reducio das plantas invasoras.

4.2 Caracterizacdo morfologica e agrondmica.

A caracterizacao morfolégica foi realizada com base em descritores qualitativos
e quantitativos com as plantas em fase de floracéo (entre 14 e 20 meses), para garantir
padronizacdo e igualdade das fenofases de todos os genotipos. Os atributos
gualitativos para folha foram: formato da folha(FF), formato do apice(FA) e base
foliar(FB)e coloragdo da folha(FC). Para o caule foram usados os parametros de cor
(CC) e formato (FC) .Formato da copa(CF) densidade da copa (DC) e arquitetura da
copa(AC).Os atributos quantitativos foram: comprimento(CF) e largura foliar(LF),
comprimento de peciolo(CP) e area foliar(AF), altura da planta(H), diametro da
copa(DCo), diametro do caule(Dca) e namero de perfilho formados na base da
planta(NuPe). As caracteristicas agronémicas avaliadas foram massa fresca(MFF) e
seca de folhas(MSF), Massa fresca caule (MFCa), Massa seca Caule(MSCa).Para
determinacdo do peso seco total das planta foi deduzido do peso total de
folhas/plantas o valor percentual correspondente a agua. Instrumentos de medicéo
como paquimetro digital, trena retratil, balanca digital e de preciséo, além da carta de
Mansel foram utilizados como apoio na afericdo dos dados em campo.

Na analise qualitativa (folhas e caules) nos atributos de cor e formato foram
escolhidas aleatoriamente 5 folhas por planta/ parcela util, coletadas no terco médio
de cada planta e totalmente expandidas. Para o caule, a coloracdo e formato foram
realizadas em observacoes de 3 plantas/populacao /parcela util. Para os descritores
guantitativos de largura e comprimento foliar foram usadas 30 folhas por planta em
cada parcela util (03 plantas) totalizando assim, 360 folhas por populacédo. A area foliar
foi obtida com 5 amostras de 10 folhas por planta/parcela util. Para obtengcéo da massa

seca as 5 amostras (60 folhas) de cada gendtipos, foram pesadas e, em seguida,
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foram depositadas em estufa com circulacdo forcada de ar, até peso constante,
obtendo-se ao final o teor médio de agua das amostras.

4.3 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por meio de técnicas de andlise multivariada,
como analise de agrupamento, variaveis candnicas e importancia relativa das
caracteristicas. A distdncia de Mahalanobis foi utilizada como medida de
dissimilaridade para a andlise de agrupamento. A formacao dos grupos foi realizada
por meio do método hierarquico Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic
Average (UPGMA). Para estabelecer o corte (melhor definicdo de n° de grupos) no
dendograma, utilizou-se o método de Mojema (1977). A importancia relativa das
variaveis para a divergéncia genética foi determinada de acordo com o modelo de
Singh (1981). O teste de média utilizado foi o Skott Knott. Todas as analises foram
realizadas com uso do Software R, dos pacotes FactoMineR (Husson et al., 2017) e

Factoextra(Kassambara et al., 2017) e o Software Genes ( Cruz, 2013).

5.0 RESULTADOS
5.1 Descritores qualitativos
Os dados obtidos demonstram que ha heterogeneidade nas caracteristicas

morfoldgicas de Medusantha martiussi nas variaveis qualitativas (Figural).
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Folhas de forma eliptica (70%) foram predominantes em relacédo ao tipo ovada
(30%). As folhas apresentam dois tipos de apices: um em forma de cunha-cuneada
(77%) e outra com formato mais arredondado e obtuso (23%). A base foliar dos
genotipos também variou, com a identificacdo de trés formas: com a base mais
arredondada e, portanto, obtusa (55%); formato leve de coracédo — cordada (30%) e
com base foliar Subcordada (15%). Por fim, o descritor cor da folha também apontou
variacao entre as populacdes, com trés cores identificadas: verde claro (8%), verde
médio (38%) e verde escuro (54%) (Figura 1).

A coloracdo do caule também apresentou variagdo, com ocorréncia de duas
tonalidades diferentes: marrom escuro (77%) e marrom claro (23%). O formato do
caule arredondado predominou (38%) sobre os caules quadrangulares (62%). Na
copa, foram identificadas duas arquiteturas distintas: uma em forma de guarda-chuva
— umbeliforme (54%) e outra com forma redonda - globosa (46%).N&o foram
identificadas variacbes desses atributos dentro de cada populacdo analisada,

sugerindo assim, baixa variacao intra-populacional nesses aspectos.

5.2 Descritores quantitativos

A andlise de variancia apontou diferencas significativas (p<0,05) entre as
populacdes de M. martiussi (ex Benth) em 10 dos 12 descritores quantitativos
analisados. O teste de Scott Knott apontou diferencas estatisticamente significativas
para os descritores peso seco de folha (PSF), peso seco de caule (PSC), altura da
planta (H), diametro de copa (DC), diametro do caule (DCa), n° de perfilos(NuPe),
area foliar(AF), comprimento do peciolo(CP), comprimento da folha(CF), e a relagéo
comprimento x largura da folha (C/L). Ja para os descritores peso fresco de folha
(PFF), peso fresco de caule(PFC) e largura da folha (LF) ndo foram detectadas
diferencas significativas.

A altura da planta (H) variou de 1,29m(CSC) a 2,82 m(FLF) entre as
populacdes, com separacdo em trés grupos: grupo de plantas mais baixas (CSC e
UMB), de altura intermediaria (SAB, SDE e JCB) e o grupo com plantas de maiores
alturas(BNN, JRB, MDC,RDC, JGR, ABA e FLF) (Figura 2A). Para o diametro da

copa(DC) também houve diferenca significativa, com valores variando de 1,44
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m(CSC)a 3,37m(FLF). Para o diametro do caule(DC)verificou-se a formacao de 2
grupos, com valores entre 22mm(CSC) a 58mm(JRB) (Figura 2B).

Para o numero de perfilhos (NuPe), trés (3) grupos foram separados, com
valores entre 1,66(MDC) a 12,66(SDE) (Figura 2C). Para a area foliar (AF) os
resultados apontaram grande diversidade fenotipica, com a formagé&o de cinco grupos
e valores variando entre 25,12cm?(MRC) a 127,09cm?(ITU) (Figura 2E). O
comprimento do peciolo (CP) também apresentou variacao fenotipica e formacao de
dois grupos diferentes, variando entre 5,73mm(MDC) e 14,43mm(ITU) (Figura 2G). O
comprimento da folha (CF) ficou entre 32,85mm(JCB) a 59,64mm(SAB) com
diferencas significativas e formacdo de dois grupos (Figura 2F). A relagdo entre
comprimento x largura da folha (C/L) foi superior a 1 e com variagao entrel,15 (JRB)
a 2,019 (JCB) (Figura 2H). O peso seco de folha (PSF) variou entre 0,533 Kg por
planta (SAB) a 1,85 Kg (SDE), com formacé&o de dois grupos (Figura 2I). O peso seco
do caule também foi significativo e variou de 0,726 (CSC) a 5,33 Kg por planta (FLF).
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Figura 2: Valores médios dos descritores morfolégicos de populacdes de Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & J.B.F Pastore coletadas em 13 localidades no estado da
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Através da matriz de dissimilaridade de Mahalanobis foi realizada a analise de
agrupamento — método UPGMA - com o propésito de identificar possiveis padrdes
entre populagées de M.martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore, tendo como base
descritores morfolégicos quantitativos analisados. (Figura 3A).A analise indicou a
formacdo de 4 grupos distintos (Figura 3A): grupo | isolado com um dnico
representante CSC; grupo Il também isolado e formado somente por SDE; grupo Il
composto por trés populagdes: MDC, ABA e SAD e, por fim, o grupo IV — o maior entre
eles, formado por JRB, UMB, FLF, JGR, BNN, RDC, MRC e JCB. A andlise indicou
ainda maiores contribuicbes relativas para os descritores area foliar (AF) e

comprimento da folha (CF), com contribuicdes de 30% e 25%, respectivamente.

DENDOGRAM - METHOD UPGMA
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Figura 3: A-Dendrograma de dissimilaridade fenotipica formado a partir de 12 descritores morfolégicos
usando método UPGMA. B — Contribui¢do relativa - SINGH (1981), de dez descritores morfoldgicos na
andlise da diversidade fenotipica de 13 populac¢des de Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JFB

Pastore coletadas no estado da Bahia-Brasil
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A analise de PCA apontou que duas variaveis explicaram 53,3% da variacdo. O Eixo
1 (CP1) capturou 35,3% (Figura 4A) da variancia dos dados e agrupou as populagdes JCB,
JGR, BNN, FLF , MRC, RDC, JRB e UMB, sendo que o peso fresco de folha, peso fresco
de caule, didmetro da copa e altura da planta apresentou as maiores cargas nesse eixo. Ja
a CP2 respondeu por 18% (Figura 4B) da variacéo e teve como variavel de maior carga os
atributos area foliar, largura e comprimento do peciolo. Essa coordenada separou melhor
as populacdes ABA,SAB e MDC.Como destacado na analise de agrupamento anterior, a
PCA também indicou o isolamento de duas populacfes: CSB e SDE.
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Figura 4: A- Pontos de agrupamento de populagbes de Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JBF

Pastore em duas componentes principais (CP1 e CP2). B - Vetores de contribuicdo de cada variavel na

formacgé&o dos componentes com base em dados morfolégicos quantitativos de 13 populagdes.
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6.0 DISCUSSAO

Medusantha martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore € amplamente distribuida no
Brasil, mas é na regido nordeste - no bioma Caatinga, que € encontrada com maior
intensidade e frequéncia. O habitat predominante, portanto, ocorre em regides com
escassez de chuva, o déficit hidrico, as elevadas temperaturas, a intensa radiacéo solar e
os solos de pouca fertilidade (Oliveira et al., 2024).A espécie € semiarbérea com caule
herbaceo, lenhoso e bem ramificado, com muitas hastes e galhos delgados (densa),
entretanto, os dados obtidos indicam variacdo morfoldgica entre as populacdes estudadas.
Caules eretos foram encontrados nas populagcdes MRC, CSC, SAB e BNN, enquanto as
populacdes de JRB, RDC, ABA, MDC e JCB apresentaram crescimento espalhado, com
uma notavel existéncia de ramos rastejantes, rentes ao solo, com desenvolvimento
horizontal ao longo da superficie do solo, formando estoles e emisséo de raizes nos nos
e, consequentemente, formacdo de descendentes clonais. Essa caracteristica pode
explicar, em parte, a ocorréncia da espécie em populacdes pequenas, porém densas,
facilmente identificaveis. Normalmente, o crescimento ereto facilita a colheita e aumenta a
resisténcia a doencas transmitidas pelo solo (Truong et al., 2024), além de favorecer uma
exposi¢cdo maxima e uniforme a luz solar, resultando em maior producdo de matéria seca
e, consequentemente, maior rendimento, quando comparado as plantas de crescimento

semiereto e prostaticos ou rastejantes (Uddin et all., 2017).

A espécie apresenta folnas com bordas crenadas - recortes simétricos, arredondados
e superficiais e com formato em sua maioria eliptico, podendo ser encontrado também em
formas ovais. Sao glabras em ambos os lados (adaxial e abaxial) e possuem um aroma
forte e caracteristico, o que contribui para a identificacdo e uso da planta pelas comunidades

em tratamentos medicinais.

A morfologia de plantas pode ser atribuida a fatores genéticos e ambientais. Nesse
aspecto, o cultivo das plantas foi conduzido em uma area experimental, nas condicfes
edafoclimaticas de Feira de Santana, Bahia, Brasil, que apresenta caracteristicas comuns
as observadas nos locais de origem das popula¢des coletadas. Essa condicdo experimental
permite afirmarmos que a diversidade morfolégica observada seja de natureza genética, e
gue essas diferencas podem ser exploradas para a selecdo de genoétipos superiores e mais

produtivos. Essa variabilidade genética pode ser explicada pelo fato da espécie possuir
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flores de forte atratividade a insetos — com predominio das borboletas (Harley & J.F.B
Pastore, 2012), favorecendo a polinizagéo cruzada e dando origem a diversos pools de
materiais genéticos. Consistente a isso, em nosso estudo recente com a espécie com uso
de marcadores moleculares(ISSR), observou-se grande variabilidade genética entre as
populacdes de M.martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore (dados ainda n&o publicados).

As populagdes examinadas também foram significativamente diferentes na altura da
planta. Essa variavel € considerada uma caracteristica agrondmica importante que contribui
para um alto rendimento, pois plantas baixas sdo mais resistentes ao acamamento do que
as altas. Atualmente, os esforcos de melhoramento de muitas plantas medicinais visam a
limitacdo do crescimento dos meristemas laterais nas articulagdes do caule de uma planta
e, nesse contexto, as populacdes de caule curto podem ser Uteis para o0 processo de
melhoramento (Morozov, A. |.; Khazieva, F. M.,2020). Segundo Taleb & Shamim (2021) a
altura de plantas medicinais esta ligado ao crescimento e desenvolvimento e pode variar
significativamente entre as diferentes espécies e estar relacionado a seus habitos de
crescimento e adaptabilidade a condi¢ces especificas do habitat. A altura de planta também
€ um fator importante no processo de colheita da planta.Da mesma forma, verificou-se
variacdes significativas para o diametro do caule, mostrando a existéncia de variabilidade
entre as populacoes (Figura 2). Esse parametro, entre outros, € um indicador do vigor da
planta, pois um caule de diametro maior geralmente indica que a planta é capaz de
acumular mais recursos, o que pode ser crucial em condi¢cdes adversas, refletindo também
uma melhor adaptacédo ao ambiente e resisténcia ao acamamento (Shirzadi et al., 2023 ).
O diametro do caule da planta também esta associado a processos fisiolégicos importantes,
como a eficiéncia na fotossintese e a resisténcia a seca, que sdo essenciais para a
sobrevivéncia em habitats estressantes, como alguns ambientes de crescimento e

desenvolvimento da M.martiussi (ex Benth) Harley & JFB Pastore.

O numero de perfilhos — emissao de caules secundarios na base da planta - também
foi um carater importante na diferenciacdo dos genoétipos. As maiores emissfes desses
ramos basais foram encontradas nas populacées coletadas em ABA e SDE. Sdo gendtipos
de crescimento rastejantes e este habito pode ter relacdo com elevados numeros de

perfilhos basais encontrados. O numero de perfilhos é comumente associado a uma

medida de capacidade regenerativa que pode ajudar a entender a performance de cada

103



planta no que diz ao seu crescimento, desenvolvimento e estabelecimento no ambiente,
como observado por Truong et al (2023) em estudos com Centella asiética L., uma planta
medicinal com habito de crescimento de caules rastejantes e horizontal, rente ao solo. Ja
em Amydalus scaparia Spach — outra espécie de uso medicinal, Shirzadi et al.(2023)
também associou 0 nimero de emissdo de ramos secundarios e sub-ramos (perfilhos) as
plantas que possuiam potencial ampliado em adaptar-se em ambientes variados. Sabe-se
que grande parte do ambiente de desenvolvimento de M.martiussi esta sob forte presséo
antropica, principalmente devido a incidéncias frequentes de queimadas, e este pode ser
uma traco adaptativo por favorecer a rebrota, ressurgindo novas plantas e garantido a

sustentabilidade da espécie no local.

A area foliar e comprimento da folha sao atributos importantes em se tratando de
plantas medicinal e aromaticas, tendo em vista a maior ocorréncia de estruturas secretoras
do oOleo essencial nesse orgao. Nesse estudo, esses parametros foram os descritores mais
importantes na analise da diversidade fenotipica da espécie, segundo a analise de
SINGH(1981)(Figura 3B). A area foliar esta diretamente associada a respostas adaptativas
da planta, como forma de otimizar as fun¢cdes de sintese, transpiracdo e resisténcia ao
estresse do ambiente (Taleb, M. A.; Shamim, A.H.M., 2023),em face da diversidade
ambiental de sua ocorréncia a fatores ambientais, como altitude, precipitacdo e
temperatura. Em estudo com Ocimmum basilicum L. realizado por Gossa et al.(2023),
verificaram que a diversidade fenotipica em estruturas das plantas sinalizavam importante
variabilidade genética na espécie, capazes de subsidiar na identificacdo de gendtipos com
potencial de uso no melhoramento genético, por exemplo. A variavel peso seco das folhas
também contribuiu para a distingéo entre os genotipos. Segundo Truong et al. (2024), esse
parametro € um descritor importante, pois esta diretamente ligado a produtividade da planta,
bem como a sua eficiéncia como fonte dos bioativos, impactando a quantidade de
fitocompostos desejaveis que podem ser extraidos e utilizados na medicina tradicional e e

na producéo de fitoterapicos.

Ressalta-se aqui, que a espécie em estudo é bastante aromatica, sendo os 6leos
essenciais o produto de maior interesse na espécie, tendo os tricomas presentes nas folhas
a maior fonte desses compostos. Nesse aspecto, 0s genotipos coletados em ABA, seguidos

dos coletados em RDC, JGR, SAB e CSC apresentam caracteristica superiores para uso
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em programas de melhoramento da espécie, visando o aumento da produtividade de 6leo
essencial (Figura 2E e 2I).

7.0 CONCLUSAO

O estudo revelou uma variabilidade morfolégica significativa entre as populacdes
estudadas, que podem auxiliar em acbes de coleta e conservacdo do germoplasma da
espécie. As maiores variacdes que contribuiram para separar as populacdes foram
observadas na area foliar, nimero de perfilhos e peso seco da folha. As maiores distancias
genéticas ocorreram entre as populacdes MRC e ABA e as menores entre MDC e JCB. Os
gendtipos coletados em ABA, RDC, JGR, SAB e CSC apresentam caracteristicas
agrondémicas superiores, sendo indicadas para uso em programas de melhoramento da

espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Medusantha martiusii (Benth) Harley & JBF Pastore destaca-se pela
rigueza do potencial do seu Oleo essencial com atividades comprovadas tanto como
fitoterapicos — anti-inflamatéria, citotoxica de aplicacdo na salude, como inseticida com uso
na agricultura. Popularmente conhecida como alfazema-de-caboclo, essa espécie vem
sendo explorada por meio do extrativismo, o que evidencia a necessidade de estudos
aprofundados que abordem ndo apenas seu potencial terapéutico, mas também aspectos
ecoldgicos e praticas de manejo sustentavel, visando evitar a sobre-exploracéo e assegurar
sua disponibilidade para as futuras geracoes.

A escassez de dados da espécie fortalece o ineditismo desse estudo com obtencao

de importantes dados, obtidos através da caracterizacao sobre a Gtica ambiente-planta.

No capitulo | foi abordado estudos ecogeograficos da espécie. A analise permitiu
compreender a distribuicdo natural da espécie, suas exigéncias ambientais, variacdes
morfofisiologicas em diferentes ecossistemas e zonas de adaptacéo, fornecendo subsidios
para estratégias de conservacao in situ e ex situ . Aqui, foi revelado a predilecdo da espécie
por solos de baixa fertilidade, bem como sua plasticidade adaptativa a ambientes
contrastantes como os encontrados em CSC, JRB, JGR e os encontrados em MRC, ABA e
MRC, por exemplo. Ja no Capitulo II, a tese investigou as sementes e destacou divergéncias
fisico-quimicas entre elas principalmente na area e presenca de grupos organicos
funcionais importantes na qualidade fisioloégica que podem ser usadas em estratégia de
coleta. No capitulo Ill, a través da genotipagem, foi possivel compreender a variacao
genética dentro e entre as populacoes de Medusantha martiusii. Através da andlise do DNA
foi possivel identificar a presenca de populacoes bem especificas, com estrutura dos seus
individuos formado por poucos grupos genéticos, a exemplo de MRC e, que por isso,
demanda atencéo especial em estratégias de conservacdo. O estudo também aponta que
pela forma como as populacoes estdo estruturadas, existe necessidade de estabelecer
estratégias de coletas com populacoes que pertengcam a grupos génicos diferentes como
forma de representar a maior diversidade da espécie. No Capitulo IV os resultados
encontrados também foram apoiados pela andlise da diversidade genética. Dados

estatisticos mostraram diferencas significativas em descritores quantitativos. O capitulo
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ainda apontou ABA, RDC, JGR, SAB e CSC caracteristicas agrondémicas interessantes,
sendo indicadas para uso em programas de melhoramento da espécie.

Por fim, é fundamental destacar o carater inédito da pesquisa tendo em vista a falta
ou escassez dos dados dessa natureza na espécie. Ainda assim, ha lacunas a serem
preenchidas e estudadas como por exemplo, estruturas secretora, melhor forma de

propagacéao, época de coleta etc.
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APENDICE A — CAPITULO |

FIGURA 1 Registro da expedi¢ao de coleta de dados, A- amostras de solo e georreferenciamento. B- sonda
de extragédo de solo. C — Estacao Ecolégica Raso da Catarina (Ba) D — Identificacao e coleta de material
bioldgico( exicata, plantas, folhas e sementes) D- Veiculo uado durante a expedigao. Bahia, Setembro de 2021
a marco de 2022.
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APENDICE A - CAPITULO |
FIGURA 2

Processo de extracdo de 6leo essencial por hidrodestilagdo a vapor. A — Sacagem e desidratagdo. B —

Hidrodestilacao uso manta térmica C- Medicao e purificagdo. D- embalagem e acondicionamento.

APENDICE B - CAPITULO Il
TABELA 1:

Andlise de variancia molecular — AMOVA a partir de dados de marcadores moleculares ISSR em acessos de

15 populac¢des de M. martiussi (Ex Benth) Harley & JFP. Pastore, coletados no estado da Bahia-Brasil.

FV GL SQ QM VARIANCIA (%) oST P
Entre 14 1010.960 72.211 14.01 0.1402  0.001**
Dentro 224 4496.538 20.073 86.00 0.001**

** Significante a 5% de probabilidade de acordo com o teste F

111



APENDICE B - CAPITULO Il
FIGURA 1 Géis de eletroforese com destaque das bandasd do prime DAT.
do DNA total de Medusantha martiussi Harley & JFB Pastore.
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APENDICE C - CAPITULO IV
FIGURA 1:

Morfologia de crescimento e formacao de perfilhos encontrados em populacoes de plantas de Medusantha
martiusii no estado da Bahia-Brasil.
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APENDICE C — CAPITULO IV
FIGURA 2:

Diversidade fenotipica das folhas e formas de crescimento encontrada em individuos de 13 populacoes de

M.martiussi localizados no estado da Bahia-Brasil.
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