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Secao VII - Plantas Medicinais

Analise Preliminar da Diversidade entre Plantas de Crajiru
Mantidas na Colecao de Plantas Medicinais Aromaticas e
Condimentares da Embrapa Amazdénia Ocidental

Natalia Dayane Moura Carvalho
Paula Cristina da Silva Angelo
Francisco Célio Maia Chaves

Resumo

Na regido de Manaus, AM, ha trés tipos de plantas reconhecidas pelo nome vulgar
crajiru (tipos I, Il e 1ll), os quais apresentam diferengas na morfologia externa. Acessos dos
trés tipos sdo mantidos na Colecao de Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares por
mais de uma década, sem florescer. Na literatura cientifica, o nome vulgar crajiru é associado
a espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verl. O cha de crajiru é utilizado como
fitoterapico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade entre acessos de crajiru
mantidos na coleg¢do da Embrapa, utilizando marcadores moleculares RAPD. Para os
padrbes gerados por um marcador, observou-se tendéncia entre as plantas dos diferentes
acessos a agruparem-se conforme o tipo, em um maior niumero de clados, do que conforme
o local de coleta. Maior nimero de locos poliférmicos precisa ser acessado para fornecer
confiabilidade aos resultados.

Termos paraindexacgao: Arrabidaea, diversidade genética, polimorfismo, RAPD.
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Introducgao

Na medicina tradicional, o cha das
folhas de crajiru € utilizado, principalmente,
na regiao amazdnica, como adstringente,
antiespasmaéddico, no tratamento da
leucemia e da anemia e na lavagem de
feridas (LORENZI e MATOS, 2002).

Na regido de Manaus, convencionou-
se que existem pelo menos trés tipos de
crajiru, sendo mais frequentemente
encontrado o tipo I. Os tipos I, 1l e lll
apresentam diferencas de habito e de
morfologia das folhas, sendo mais comum
nos quintais o tipo | (Francisco Célio Maia
Chaves, informacgao pessoal). Dos acessos
mantidos na Colegcao de Plantas
Medicinais, Aromaticas e Condimentares
da Embrapa Amazénia Ocidental, o tipo | é
um arbusto ereto, que apresenta folhas
trifolioladas, com foliolos lanceolados. Os
tipos Il e lll apresentam-se como arbustos
que tém caracteristicas de plantas
escandentes, como ramos novos pouco
lenhosos e muito flexiveis. No tipo Il, as
folhas inseridas nos dois nds mais apicais
apresentam uma gavinha muito delicada,
ladeada por dois foliolos elipticos. Os trés
entrends apicais sao mais longos que os
restantes de um mesmo ramo e as folhas
inseridas a partir do terceiro né sao
trifolioladas e ndo apresentam gavinhas.
No tipo Ill, as folhas inseridas até o terceiro
ou quarto né podem apresentar gavinhas
robustas ladeadas por dois foliolos
elipticos e largos. Os quatro ou cinco
entrends apicais sdo longos e bastante
flexiveis e as folhas inseridas a partir do
terceiro ou quarto né sao trifolioladas.
Essas plantas ainda nao foram vistas
florescendo.

Arrabidaea chica Verlot é
reconhecida pelos nhomes comuns crajiru,
cajuru, pariri, chica, entre outros, e
pertence a ordem Lamiales, familia
Bignoniaceae. Entre os trés tipos de crajiru
da Colecdo de Plantas Medicinais,
Aromaticas e Condimentares da Embrapa
Amazobnia Ocidental, o tipo Il é similar ao
especimen-tipo para A. chica var. acutifolia,

exsicata mantida no New York Botanical
Garden (http://www.nybg.org/bsci/online_
pubs.html). O género Arrabidaea ocorre na
Ameérica Tropical, do sul do México até o
Brasil Central e inclui varias espécies, além
de A. chica. Esta € uma espécie que,
segundo Lorenzi & Matos (2002), cresce
nas matas tropicais, principalmente nas
bordas das florestas, sobretudo as
secundarias. Possui folhas compostas biou
trifolioladas, de foliolos oblongo-
lanceolados, cartaceos, de 8 cm—13 cm de
comprimento, flores campanuladas de cor
réseo-lilacina, dispostas em paniculas
terminais, e frutos que sao siliquas
deiscentes.

Entre os registros de coletas de A.
chica na regido da Amazénia Brasileira que
foram encontrados na pagina do New York
Botanical Garden (http://scium.nybg.org),
em julho de 2002, e que incluiam o
municipio e/ou as coordenadas do ponto de
coleta, existiam trés relatos de especimens
floridos no Estado do Acre e um de material
estéril, sendo este Ultimo mencionado
como arbusto de 1,5 m e os demais como
plantas escandentes. Para as flores, ha trés
relatos de coloragao lilas, ou similar, para
corolas e um de coloragdo branca.

Analises fitoquimicas preliminares do
extrato bruto das folhas desses trés tipos de
crajiru indicaram a presenca de taninos,
flavonoides e saponinas. O perfil do extrato
metanodlico do morfotipo Il foi menos
intenso no sistema cloroférmio-acetato de
acetila (1:1) em silica gel e os autores
consideraram necessario dar continuidade
a investigacdo quimica para identificar
marcadores quimicos especificos para
cada um dos tipos (MESQUITA e FARIAS,
2003).

Apresencga de componentes minerais
tais como Fe, Cu, Mn e Zn poderia estar
associada as atividades terapéuticas, por
serem essenciais ao equilibrio bioquimico e
fisiolégico do organismo, atuando como
cofatores na maioria das reacbes
metabdlicas. No entanto, apresentaram-se
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em quantidades inferiores a necessaria
para sugerir uma atividade terapéutica
como antianémico (SOARES et al., 2002).

A caracterizagdo molecular tem sido
realizada por varios objetivos, entre eles a
quantificagdo da diversidade genética e a
determinagdo da estrutura genética de
populacdes naturais. A diversidade
genética é estimada através dos indices de
dissimilaridade entre pares de individuos
ou populacdes, e essas medidas de diver-
sidade s&o representadas graficamente
através de métodos de agrupamento
(OLIVEIRA, 2005).

Os marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) apresentam
como caracteristica basica a dominancia,
ou seja, eles nao permitem distinguir indivi-
duos homozigotos de heterozigotos em
uma populagdo. A sensibilidade da técnica
nao permite discriminar quantitativamente
os dois casos (BOREM e CAIXETA, 2006),
quando ocorre a geragado de produto de
amplificacdo. De qualquer forma, o
polimorfismo detectado por esses
marcadores tem natureza binaria, ou seja,
determinado fragmento ou banda esta
presente ou ausente no gel, e bandas de
tamanhos diferentes s&o consideradas
locos diferentes (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores RAPD apresentam
vantagens, podendo ser destacados:
simplicidade, rapidez na obtencdo de
resultados, baixo custo, primers aleatorios
sdo facilmente adquiridos, ndo neces-
sitando de informacdo genética prévia
sobre a espécie estudada, os mesmos
primers podem ser aplicados a qualquer
tipo de organismo. Entretanto, apresentam
limitacdes sendo consideradas duas mais
importantes: a caracteristica dominante
dos marcadores RAPD que nao permitem a
diferenciacdo de individuos heterozigotos
e, consequentemente, a obtencdo de
outras informagbdes relevantes para
estudos genéticos e a baixa reprodu-
tibilidade de algumas bandas (LACERDA et
al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade genética entre os acessos
mantidos na Colecao de Plantas Medicinais
Aromaticas e Condimentares da Embrapa
Amazobnia Ocidental utilizando marcadores
moleculares do tipo RAPD.

Material e Métodos

Material vegetal

As analises foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular da
Embrapa Amazébénia Ocidental. Foram
utilizados 12 acessos de crajiru mantidos
na Colecdo de Plantas Medicinais
Aromaticas e Condimentares da Embrapae
uma espécie de ipé (Tabebuia impetigiosa),
encontrada na area da mesma Instituigao.
Os acessos de crajiru foram classificados
segundo otipo, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo dos acessos de crajiru
utilizados no estudo da diversidade genética
por meio de marcadores RAPD.

Rio Preto da Eva /AM
Manaquiri /AM
Goiania/ GO
Rio Branco/ AC
Barcelos /AM
Embrapa - CPAA/AM
Propriedade do Sr. Alan
Rio Preto da Eva /AM
Belém/ PA
Belém/ PA
Belém/ PA
Belém/ PA

Srce—IOmMmMUOw>

W N = WOMNMNN_L L Am A A

Extracao do DNA

A extragdo do DNA de crajiru e de
ipés rosa e amarelo foi efetuada utilizando o
protocolo de Doyle e Doyle (1987). Em um
tubo de volume total de 50 ml foram
colocados 3 g de tecido de folha macerado
no almofariz com o auxilio de nitrogénio
liquido e depois adicionados 15 ml de
tampéo de extragao (pré-aquecido a 65 °C
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com 0,2% mercaptoetanol). As amostras
foram incubadas por 30 minutos a65 °C em
banho-maria, agitadas a cada 10 minutos.
Sucedidos 60 minutos, foram retiradas as
amostras e deixadas por 10 minutos na
bancada, para retornarem a temperatura
ambiente, para entdo adicionar 15 mL de
CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1). As
amostras foram agitadas lentamente por 10
minutos e centrifugadas na macrocentri-
fuga por 20 minutos a 4.000 rpm em
temperatura ambiente. Apos essa etapa, a
fase superior foi transferida para um novo
tubo e adicionado 0,6 volume de
isopropanol (-20° C). A mistura foi obtida
por inversdo dos tubos por cerca de 10
minutos, em seguida centrifugados por 30
minutos a 4.000 rpm, para descartar o
sobrenadante. O precipitado foi lavado
uma vez com 5 ml de etanol 70% por 10
minutos e uma vez com 5 ml de etanol
100% por 5 minutos. Em seguida, deixou-
se o pellet secar na bancada para entao
suspendé-lo em 250 ul de TE contendo
RNAse (10 ug/ml) e incubar a 37° C por 30
minutos.

Quantificagao do DNA

Foi realizada analise espectro-
fotométrica no aparelho GeneQuant pro
RNA/DNA Calculador (Amersham
Pharmacia Biotech). A razdo entre as
leituras espectrofotométricas a 260 e a 280
nm foi utilizada para a estimativa da pureza
do DNA. Além disso, foi realizada a analise
de géis de eletroforese com quatro
concentracoes de DNA do bacteriéfago
Lambda, sendo de 25 ng, 50 ng, 75 ng, 100
ng e 150 ng, como padrdes e diversos
volumes das solu¢des de DNA de crajiru e
ipé. A eletroforese foi realizada em gel de
agarose a 0,8%, usando o tampé&o TBE (1
X) e brometo de etideo (0,5 pg/ml) para
quantificagcdo das amostras de DNA. Apds
a corrida, o gel foi fotografado sob
iluminagao UV (300 nm), e as fotografias,
registradas pelo sistema de
fotodocumentagao da Kodak.

Amplificacao do DNA

As reagdes de PCR foram realizadas
com as alteragbes, em seguida foram
introduzidas nas reagées com 400 nM de
primers 03/2002 e 24/2002; 2 mM de MgCl,.
100 uM de cada dNTP. A amplificagao
realizou-se no termociclador (Thermo
Electron Corporation PxE 0.2 Thermal
Cycler). Cada ciclo se compunha de uma
desnaturacdo de DNA a 94° C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de 30
segundos a 94° C (desnaturacado), 45
segundos a 33° C (anelamento dos
primers) e 45 segundos a 72° C (extensao
do primer), finalizando com 7 minutos a 72°
C, para extensaofinal.

Calculo do indice de Diversidade
e Agrupamento

Os padrdes de bandas obtidos foram
transformados em dados binarios,
utilizando a codificacado 0 para auséncia de
bandas e 1 para a presenca. Os dados
binarios foram utilizados para o calculo dos
Indices de Diversidade de Nei & Li entre
pares de plantas, e a matriz de diversidade
serviu de base para gerar o agrupamento
pelo método Fitch-Margoliash. Essas
andlises foram realizadas utilizando o
aplicativo PHYLIP (verséo 3.65).

Entdo, o primer 03/2002 gerou 15
bandas, todas polimérficas, com tamanhos
entre 350 e 2.000 pares de bases,
aproximadamente. Nao houve sucesso nas
amplificagdes utilizando outros primers
selecionados, com excecdo do primer
24/2002, que possibilitou a geragéo de
apenas uma banda por individuo,
monomorfica (resultado ndo apresentado).

Os indices de dissimilaridade de Nei
& Li entre pares de plantas calculados a
partir dos dados binarios estéao
apresentados na Figura 2.
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A

B CD EF G H | J

Fig. 1. Amplificagdo dos acessos de crajiru e uma espécie de ipé-rosa com o primer 03/2002. M = marcador
molecular 1 kb Ladder Plus. Os cédigos acima das canaletas indicam os acessos de crajiru (Aa M) e a planta de

ipérosa (IR).

0.000000 B

0.000000 C

0.000000  0.000000 D

0.031931 0.031%31 0.031931L E

0.018260 0.018260 0.018260 0.00%39 F
0.018260 0.018260 0.018260 0.00%39 0.000000
0.040685 0.040685 0.040685 0.033742 0.022356
0.034933 0.034933 0.034933 0.047187 0.034933
0.000000 0.000000 0.000000 0.031931 0.018260
0.018260 0.018260 0.018260 0.009639 0.000000
0.040685 0.040685 0.040685 0.056227 0.040685
0.205074 0.205074 0.205074 0.197%27 0.205074

EEOHDORMEOQW
o
2
8
3

G
0.022356 H
0.034933 0.010545 I
0.018260 0.040685 0.034933 J
0.000000 0.02235% 0.034933 0.018260 L
0.040685 0.025184 0.010545 0.040685 0.040685 M
0.205074 0.1108%9 0.069723 0.205074 0.205074 0.0816A4

Fig. 2. Indices de diversidade entre acessos de crajiru e ipé-rosa, determinados utilizando padrées de 15 bandas

RAPD polimérficas.

Os maiores indices de diversidade
foram encontrados entre o ipé, que foi
utilizado como “out group” e os acessos de
crajiru. A representagao grafica das
relagcdes entre os acessos esta apresen-
tada no agrupamento da Figura 3.

Obviamente sera necessario acessar
mais locos para que os resultados
apresentem confiabilidade. No entanto,
verifica-se que ha uma tendéncia para que
a maioria dos acessos dos tipos | e |l
agrupe-se conforme o tipo morfolégico, e

nao conforme o local de coleta. Vide, por
exemplo, os clados formados pelos
acessos A a D e J, de plantas do tipo | e
pelos acessos F, G e L que sao de plantas
do tipo Il embora tenha sido incluido nesse
clado o acesso E que é do tipo | (Fig. 3).

No herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazoénia (Inpa), criado ha
mais de cinco décadas, e que constitui a
maior referéncia da biodiversidade da
Amazobnia, ha pelo menos 30 exsicatas
identificadas como A. chica (Tabela 3).
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PHYLIP_1
M

J
0.1

Fig. 3. Agrupamento de plantas de acessos de crajiru da Colegdo de Plantas Medicinais Aromaticas e
Condimentares da Embrapa da Embrapa Amazénia Ocidental. A a M - acessos de crajiru; IR —ipé-rosa.

Tabela 3. NUumero e algumas caracteristicas das exsicatas do acervo do herbario do Inpa que foram
identificadas como A. chica e variedade dessa espécie.

Numero da

exsicata

153.290 - A

37.069

48.911

48.945

49.558

54.427
54.482
57.129

80.573

95.477

Local de coleta

llha do Careiro -
Terra Nova - AM

Estrada Manaus-
Porto Velho - RO

Equador - Los Rios

Equador — Los Rios

Venezuela - Barinas

Estrada de Itacoatiara - AM
Inpa - AM
Inpa - AM

Estrada Porto Velho,
Km 387 - RO

Humaita - AM

Anotacdes na exsicata Observagoes

Cipo, trifoliolada com foliolos Similar ao tipo |
estreitos e finos

Trepadeira com flores lilases, -
sem gavinhas

Cipo, flores magenta, -
frutos verdes

Cipo, flores magenta claras Similar ao tipo Il
com tubo branco, frutos marrons

- Similar ao tipo llI
Bifolioladas, com gavinhas -
Trifolioladas, sem gavinhas Similar ao tipo |

Bifolioladas, com gavinhas robustas -

Bifolioladas, com gavinhas -




Natalia Dayane Moura Carvalho et al.

Tabela 3. Continuagao.

105.477

106.231

108.794

109.951

112.898

117.600

124.792

146.110

161.538
161.538
161.671

167.809

171.194

171.204

173.419

176.122
199.548

209.415

214.794

215.005

Humaita - AM

Santarém - PA

The New York
Botanical Garden

Laranjeira do Sul - Parana

Cachoeira Porteira - PA

Rio Branco - AC

Inpa - AM
Manaus — LBA - AM
Inpa - AM
Mineragao Rio do Norte,
Estrada da Mina, Km 5 - PA
Mineracéo Rio do Norte
Porto Trombetas - PA

Fazenda Carana - PA

Distrito da Suframa - AM
Mineragao Rio do Norte,
Porto Trombetas - PA
Canta - RR
Beruri - AM
Embrapa - AM

Taruméa- Mirim - AM

Trepadeira, folhas trifolioladas,
flor lilas, anemocorica

Bi ou trifolioladas, com gavinhas

Cipé, flores purpura, trifolioladas,
com gavinhas

A. chica var cuprea. com gavinhas,
flores rosada escura, capoeira
e escandente

Trepadeira, flor rosada,
orla da mata

Bi ou trifolioladas, com gavinhas,
frutos semelhante a legumes

Folhas trifolioladas ,
sem gavinhas

Cipo cultivado, bifoliolada,
folhas elipticos

Folhas trifolioladas, sem gavinhas
Trifolioladas, sem gavinhas
Folhas trifolioladas

(A. candicans). Cip6 com folhas
bi e trifolioladas

Sem gavinhas, bi ou
trifolioladas, flores

Cipo6 grosso, forte, flores

Folhas obovadas, parecida
com Fabacea

Bi ou trifolioladas, gavinhas

Bifolioladas acima de alguns
nos e trifolioladas abaixo
de alguns nos

Folhas finas e alongadas,
sem flores, sem gavinhas

Similar ao tipo |

Similar ao tipo Il

Similar ao tipo Il

Similar ao tipo |
Similar ao tipo |

Similar ao tipo |

Similar ao tipo Il

Similar ao tipo |

Similar ao tipo IlI

Similar ao tipo llI

Similar ao tipo |
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Entre essas exsicatas, apenas uma
esta identificada até o taxon de variedade.
Aquelas que apresentam foliolos e
gavinhas dispostos de maneira similar aos
tipos mantidos na Embrapa receberam
observacgdes na Tabela 3. No entanto,
existem exsicatas com foliolos bastante
diferentes daqueles trés tipos, inclusive
obovados. As anotacdes dos coletores que
acompanham as exsicatas descrevem
numero variado de foliolos, presenca e
auséncia de gavinhas. Entre os tipos Il e lll
na Embrapa, essa variagdo também é
visivel e pode tratar-se de um tipo de
heterofilia. No entanto, no tipo I, na
Embrapa, ndo foram observadas gavinhas
em nenhum dos ramos dos arbustos,
desde os basais, mais antigos, até os
apicais, e nao se observaram folhas
semelhantes aquelas dos tipos Il e lll. Uma
observagao interessante € que entre as
exsicatas observadas no Inpa apenas
naquelas semelhantes ao tipo | constavam
anotacdes de uso medicinal.

Conclusoes

Tomando todos os resultados e
observagbes em conjunto, & possivel
considerar a hipotese, que precisa ser
testada, de que os tipos mantidos na
Colecdo da Embrapa podem ser
representantes de, por exemplo,
variedades diferentes de A. chica.
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