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RESUMO

Dentre as espécies vegetais com ocorréncia no bioma Caatinga, varias apresentam
importancia enquanto recurso natural, sendo utilizadas pela populacdo para diversos fins.
Nesse contexto destaca-se 0 género Croton L. que, com cerca de 1.200 espécies, constitui o
segundo maior da familia Euphorbiaceae. Muitos representantes do género sdo conhecidos
pelo potencial medicinal e/ou inseticida, a exemplo de Croton linearifolius, espécie endémica
do Brasil, a qual apresenta atividade inseticida comprovada contra o Aedes aegypti. No
entanto, apesar de diversas espécies do género Croton apresentarem importancia ecoldgica e
potencial econdmico, séo incipientes estudos do género sob diversos aspectos, sobretudo as
publicacGes embasadas em dados genéticos. Neste contexto, 0 conhecimento da diversidade e
estrutura genética de espécies que apresentam potencial enquanto recurso natural € uma
prerrogativa para elaboracdo de estratégias de conservacdo e de manejo sustentavel. Tendo
em vista 0 exposto, objetivou-se com esse trabalho, apresentar um panorama do
conhecimento disponivel sobre os estudos genético-moleculares para as espécies de
Croton, bem como estimar a diversidade e estrutura genética em 61 individuos de C.
linearifolius coletados em 3 regiGes na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA) no
municipio de Contendas do Sincora - Bahia, adotando-se para tanto a analise do perfil de
amplificacdo de marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). A partir das buscas realizadas nas bases de dados de publicacdes cientificas (NCBI,
Scopus, SciELO), foi possivel identificar uma lacuna em diversos ambitos do conhecimento
acerca do género Croton, sobretudo as publicacbes com dados genéticos e moleculares. As
estimativas de diversidade e estrutura genética de C. linearifolius, realizadas a partir da
analise do perfil de amplificacdo de nove combinacdes de pares de primers RGA e oito
primers ISSR geraram um total de 134 marcas (81,3% polimdrficas), com médias de 7,6 e 8,1
marcas obtidas com os marcadores RGA e ISSR, respectivamente. A analise Bayesiana
indicou como mais provavel uma estruturacdo em dois pools génicos (escore de Delta
K=1400) e possivel sub-estruturacdo de trés pools génicos (escores de Delta K~400). Com
base na andlise molecular de variancia (AMOVA) foi possivel verificar uma quantidade
significativa (36%) (p rand<0,01) de variacdo entre as regides, o que indica estruturacdo
genética entre elas, resultado que foi corroborado com a Analise de coordenadas principais
(PCoA), indicando associacdo com a distribuicdo geografica das regides de coleta. Os
provaveis mecanismos de polinizacdo por insetos e dispersdo primaria autocorica com
dispersdo secundéria por formigas, justificariam a estruturacdo genética observada para C.
linearifolius entre as regides de coleta. Os resultados obtidos nesse estudo contribuem com o
conhecimento genético-molecular da espécie C. linearifolius, o que pode auxiliar nas
estratégias aplicadas ao seu manejo e conservacao.

Palavras-chave: Caatinga; RGA; ISSR; Croton; Velame pimenta.



ABSTRACT

Among the plant species occurring in the Caatinga, several present importance as a natural
resource and they are used by the population for various purposes. In this context we highlight
the genus Croton that, with about 1,200 species, is the second largest in the Euphorbiaceae
family. Many representatives of the genus are known for medicinal potential and / or
insecticide, like Croton linearifolius, endemic species from Brazil, which has proven
insecticidal activity. However, despite several species of the genus Croton present ecological
importance and economic potential, are incipient the genus studies in several aspects,
particularly the informed publications on genetic data. In this context, knowledge of the
genetic diversity and structure of species with potential as a natural resource is a prerogative
for the development of conservation and sustainable management strategies. The aim of this
work is to present an overview of current knowledge on the molecular-genetic studies for the
species of Croton, and to estimate the genetic diversity and structure in 61 individuals of C.
linearifolius collected in three regions Contention of the National Forest Sincora (FLONA) in
municipality Contendas of Sincora - Bahia, adopting for both the amplification profile
analysis of RGA markers (Resistance Gene Analogs) and ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). From the searches conducted in the scientific literature databases (NCBI, Scopus,
SciELO), it was possible to identify a gap in various fields of knowledge of the Croton genus,
especially to publications with genetic and molecular data. Estimates of genetic diversity and
structure of the 61 individuals of C. linearifolius were taken from the profile analysis
amplification of nine combinations of pairs of primers RGA and eight ISSR primers selected
previously. They generated a total of 134 marks (81.3% polymorphic), with averages of 7.6
and 8.1 marks obtained with RGA and ISSR markers, respectively. The Bayesian analysis
indicated as most likely structure in two gene pools (Delta score K=1400) and possible sub-
structuring of three gene pools (scores of Delta K~400). Based on analysis molecular of
variance (AMOVA) observed a significant amount (36%) (p rand <0.01) variation between
regions indicating genetic structure between them, a result that is corroborated by the
Principal Coordinate Analysis (PCoA), suggesting an association with the geographical
location of collection regions. The likely mechanisms of pollination by insect and primary
dispersion autochoric with secondary dispersal by ants, justify the genetic structure observed
for C. linearifolius between regions collection. The results of this study contribute to the
molecular genetic knowledge of the species C. linearifolius, which can assist in the strategies
applied to their management and conservation.

Keywords: Caatinga; RGA; ISSR; Croton; Velame pimenta.
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INTRODUCAO GERAL

O bioma Caatinga ocupa grande extensdo do territorio brasileiro e apesar de
representar a uUnica regido natural exclusiva do Brasil, constitui um bioma relativamente
pouco estudado e protegido. N&o ha estimativas exatas sobre 0 niUmero de espécies vegetais e
animais que compde o bioma, uma vez que 50% da regido ainda nao foi investigada em
levantamentos de biodiversidade (SANTOS, et al., 2011). Aliado a esse fator, as estratégias
de protecdo sdo incipientes, com aproximadamente 8% do territorio protegido por unidades de
conservacao (MMA, 2015).

O cenario apresentado é preocupante, tendo em vista que a Caatinga abriga uma
populacdo humana, em sua maioria, dependente dos recursos naturais disponiveis, com énfase
em plantas para diversos fins, incluindo alimentos, fitoterdpicos e fontes energeéticas
(DRUMOND et al., 2000). O uso em maior escala baseia-se, essencialmente, no extrativismo
de espécies nativas e, devido a falta de informac6es que orientem 0 manejo dessas espécies,
pode acarretar na reducdo da biodiversidade (VALLE et al., 2013).

Nesse contexto destaca-se o género Croton L. que, com cerca de 1.200 espécies,
constitui 0 segundo maior e mais diverso da familia Euphorbiaceae, destas estima-se que
aproximadamente 82 ocorram na vegetacdo da Caatinga (CORDEIRO et al., 2015). Muitos
representantes do género sdo empregados pela populacdo por possuirem propriedades
farmacoldgicas e/ou inseticidas, a exemplo de Croton linearifolius, espécie endémica do
Brasil, a qual apresenta potencial inseticida comprovado (SILVA et al., 2010; SILVA et al.,
2014).

Em detrimento da importancia ecoldgica e do potencial econémico, os estudos sobre
C. linearifolius sdo incipientes em diversos ambitos, principalmente as publicacbes
embasadas em dados genético-moleculares. O conhecimento da diversidade e estrutura
genética de espécies que apresentam potencial enquanto recurso natural é uma prerrogativa
para elaboragdo de estratégias de manejo sustentavel e de conservagado dos recursos genéticos.
Para tanto, ferramentas da biologia molecular, sobretudo os marcadores moleculares, tém sido
empregados para identificacdo, caracterizacdo e avaliagdo dos recursos genéticos, a exemplo
dos marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).
Esses marcadores sdo amplamente utilizados, pois ndo requerem informagdes prévias sobre o
genoma das espécies a serem avaliadas e possuem, devido ao tamanho dos iniciadores, maior

reprodutibilidade que outros marcadores dominantes, a exemplo dos marcadores RAPD, além



de serem baseados em plataforma PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), o que torna a
técnica automatizada e de facil execugdo (BOREM e CAIXETA, 2009).

Diante desse contexto, objetivou-se com a realizacdo dessa pesquisa apresentar um
panorama do conhecimento disponivel sobre os estudos genético-moleculares para as
espécies do género Croton, bem como estimar a diversidade e estrutura genética em 61
individuos de C. linearifolius coletados na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA)
no municipio de Contendas do Sincora - Bahia, adotando-se para tanto a analise do perfil de
amplificacdo dos marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat).

Na busca dos objetivos tracados, a dissertacdo estd organizada em dois capitulos
correspondentes as etapas de cunho pratico, estando estes formatados segundo as normas
especificas das revistas cientificas para as quais 0s mesmos serdo submetidos. Todos os
quesitos da dissertacao refletem as normas estabelecidas pelo Colegiado do Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Ambientais (PPGCA) da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia/Campus de Itapetinga. Portanto, itens como Resumo, Abstract e Introducdo Geral
precedem aos capitulos.

No capitulo 1, com pretensdo de submissdo ao periddico African journal of
Biotechnology, € apresentado um panorama atual do conhecimento genético-molecular
disponivel na literatura acerca do género Croton, no qual sdo apontadas as principais lacunas
e perspectivas em relacdo as ferramentas genético-moleculares disponiveis e sua aplicacdo na
compreensdo do género com vistas a conservacao e manejo dessas espécies.

Por sua vez, no capitulo 2, com pretensdo de submissdo ao periédico Genetics and
Molecular Research, sdo apresentados os resultados obtidos a partir da analise do perfil de
amplificacdo de combinacdes de pares de primers RGA (Resistance Gene Analogs) e primers
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), para caracterizacdo da diversidade e estrutura genética
de populacbes naturais de C. linearifolius presentes na Floresta Nacional Contendas do
Sincora (FLONA) no municipio de Contendas do Sincora-Bahia, Brasil. Ao final séo

expostas as consideragdes finais sobre o trabalho realizado.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

CARACTERIZACAO DO BIOMA CAATINGA

N&o existe consenso sobre sua area de abrangéncia, mas admite-se que o bioma
Caatinga cubra aproximadamente 844.453 km2 do territério brasileiro (IBGE, 2004). Sua area
corresponde a 11% do territdrio brasileiro, englobando parte dos territorios pertencentes aos
estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Alagoas,
Sergipe, Bahia e de Minas Gerais (ALVES et al., 2009).

O clima, na maior parte da extensdo do bioma Caatinga € quente e semi-arido,
fortemente sazonal, com temperaturas variando entre 25°C e 30°C; elevada evapotranspiracao
potencial (1500-2000 mm/ano), com baixas precipitagdes anuais (300-1000 mm/ano)
(VELLOSO et al., 2002; SAMPAIO, 2010). Na Caatinga é possivel identificar dois periodos
anuais, caracterizados por um com longo déficit hidrico seguido de chuvas intermitentes e
outro com seca curta seguida de chuvas torrenciais, provocando periodicamente a ocorréncia
de secas prolongadas (SOARES e ALMEIDA, 2011).

Embora a area seja cortada por uma razoavel rede hidrogréafica, grande parte desses
rios sdo intermitentes ou sazonais, ocorrendo apenas em época de chuva. As regides
hidrogréficas inclusas no Bioma Caatinga sdo: S&o Francisco, Parnaiba, Atlantico Nordeste
Oriental e Atlantico Leste (FRANCA-ROCHA et al., 2007).

O solo da regido semi-arida tem uma distribuicdo espacial complexa, com a
formacdo de um mosaico muito retalhado e com tipos muito diferentes em relacdo a
composicdo e fertilidade (VELLOSO et al., 2002). De forma geral, o solo é raso, rico em
minerais, mas pobre em matéria organica, ja que a decomposi¢do da mesma € prejudicada
pelo calor e a luminosidade que sdo intensos durante quase todo o ano na Caatinga (ALVES
et al., 2009).

Apesar da Caatinga ocupar grande extensao do territorio brasileiro e de representar a
Unica regido natural exclusiva do pais, o bioma é proporcionalmente 0 menos estudado e
protegido entre as regides naturais brasileiras (LEAL et al., 2003). O namero real de espécies
gue compdem a Caatinga nado esta totalmente elucidado, uma vez que 50% da regido tém sido
negligenciada em levantamentos de biodiversidade (SANTOS et al.,, 2011). Embora
subestimada, o bioma possui uma rica biodiversidade e altos indices de endemismo (LEAL et
al., 2003).



Em relacéo a fauna, ja foram registradas 148 espécies de mamiferos (10 endémicas),
348 espécies de aves (23 endémicas), 154 de répteis e anfibios (15% endémicas) e 185 tipos
de peixes (57,3% endémicas) (GARIGLIO et al., 2010).

Os contrastes fisicos e climaticos condicionam o aparecimento de diferentes tipos de
formagctes vegetais (GIULIETTI et al., 2004). E possivel encontrar desde areas de vegetacio
arbustiva baixa e rala até florestas impenetraveis, atingindo 8 metros de altura. Em termos de
numero de espécies vegetais, foram registradas aproximadamente 5.218 espécies de plantas
terrestres sendo 748 espécies consideradas endémicas para o bioma (FORZZA et al., 2012).

Uma explicagdo para esse alto indice de endemismo deve-se ao fato de que a grande
maioria das espécies dessa regido apresenta estratégias de adaptacdo frente as intensas
pressdes ecoldgicas que esse ambiente sofre (PRADO, 2003). A presenca de espécies
microfilas e deciduas além de adaptagdes como espinhos, aculeos, folhas e caules suculentos e
o predominio de ervas anuais, sdo caracteristicas marcantes da vegetacdo adaptadas ao clima
caracteristico desse bioma (ZAPPI, 2008).

A Caatinga abriga uma populacdo humana que em sua maioria apresenta grande
dependéncia de recursos naturais, com a utilizacdo de plantas para diversos fins, incluindo
alimentos, fitoterapicos e fontes energéticas. Regides de maior dependéncia de recursos
naturais e atividade extrativista sdo acompanhados de perda visivel da biodiversidade, devido
a extracao insustentavel (ALVES et al, 2009).

Estimativas indicam que até 2010, 36,8% da cobertura vegetal nativa da Caatinga
havia sido suprimida como consequéncia das atividades antrépicas (BEUCHLE et al., 2015).
O cenario apresentado é preocupante, tendo em vista que o desmatamento esta avancando
sobre as areas remanescentes de Caatinga. Essa dindmica demonstra a necessidade de
implementar acdes efetivas para coibir o desmatamento e para fomentar a conservacédo € o uso
sustentavel do bioma, melhorando a qualidade de vida de seus habitantes (RAPINI et al.,
2006; MMA, 2011).

Em relacdo as estratégias de protecdo, a Caatinga constitui um dos biomas menos
protegido no Brasil, com apenas 157 unidades de conservagdo, aproximadamente 7,7% do
territorio, e 33 areas (menos de 2% da regido) de protegdo integral (MMA, 2015). Aliado a
isso 0 bioma continua passando por um extenso processo de alteracdo e deterioragédo
ambiental, provocada pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais, 0 que tem levado a
rpida perda de espécies endémicas, a eliminacdo de processos ecoldgicos chaves e a
formacdo de extensos nucleos de desertificacdo em vérios setores da regido (LEAL et al.,
2003).



O GENERO Croton L. (EUPHORBIACEAE)

Croton linearifolius MULL. ARG.

O género Croton L. com aproximadamente 1.200 espécies € o segundo maior e mais
diverso da familia Euphorbiaceae, com a maioria dos seus representantes distribuidos nas
regides tropicais, predominantemente no continente Americano (BERRY et al., 2005). Com
cerca de 350 espécies, o Brasil € um dos principais centros de diversidade do género, que esta
representado nos mais variados ambientes e tipos vegetacionais (Figura 1), havendo uma
maior concentracdo de espécies nas regides Sudeste (156) e Nordeste (120) do pais. A Bahia é
0 estado da regido nordeste que congrega o0 maior nimero de espécies (99). No bioma
Caatinga estima-se a ocorréncia de aproximadamente 82 espécies (BERRY et al. 2005;
CARNEIRO-TORRES, 2009; CORDEIRO et al., 2015).
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Figura 1. Quantitativo de espécies do género Croton L. nas regides do Brasil. Informacdes
obtidas na Lista de Espécies Flora do Brasil: http://reflora.jbrj.gov.br/

As espécies de Croton apresentam uma composicdo quimica diversa, tais como,
terpenos, esterdides, alcaldides, e compostos fendlicos (SALATINO et al., 2007),
caracteristica que tem despertado um crescente interesse académico e econdmico sobre as
propriedades quimicas e/ou farmacoldgicas do género. Na regido Nordeste do Brasil espécies
do género Croton sdo empregadas pela populacdo por seus diferentes usos potenciais. Dentre
as espécies com aplicacdo medicinal, algumas apresentam atividades bioldgicas comprovadas,

tais como, C. regelianus (antitumoral) (BEZERRA et al., 2009); C. zehntneri (antimalarica)


http://reflora.jbrj.gov.br/

(MOTA et al., 2012); C. campestris (antiulcerogénico gastrico) (JUNIOR et al., 2014); C.
pulegioides (antimicrobiana) (ARRAIS et al.,, 2014); C. cordiifolius (antinociceptivo)
(NOGUEIRA et al., 2015).

Dentre as espécies com ocorréncia no bioma Caatinga, destaca-se Croton
linearifolius, conhecida popularmente como velame pimenta, a espécie é considerada rica em
diversos compostos quimicos que tem despertado o interesse dos pesquisadores pelas suas
propriedades bioldgicas (SILVA et al.,, 2010; FELIU, 2011, SILVA et al.,, 2014). C.
linearifolius foi citada por seu efeito inseticida em um levantamento etnobotanico, realizado
no municipio de Contendas do Sincora, na Bahia. Em prospeccdo fitoquimica realizada a
partir do extrato etandlico de C. linearifolius foi observada a presenca de alcalGides,
esterdides, flavonoides, taninos, acucares redutores e bases quaternarias (SILVA et al., 2010).
Nesse estudo foi demonstrado que a espécie possui atividade inseticida sobre individuos
adultos de Cochliomyia macellaria. O extrato obtido do caule de C. linearifolius também
revelou o potencial larvicida contra Aedes aegypti (SILVA et al., 2014).

A espécie C. linearifolius é endémica do Brasil, abrange o norte de Minas Gerais,
Piaui, sul do Tocantins, com maior representatividade no estado da Bahia. Ha registros de
ocorréncia em Caatingas arbustivas e Cerrados, sobre solo arenoso, entre 200 e 750 metros de
altura s.n.m. (CARNEIRO-TORRES, 2009; CORDEIRO et al., 2015).

A espécie C. linearifolius (Figura 2) possui habito arbustivo e pode medir até 2
metros de altura, sdo monoicas, com folhas lanceoladas e discolores, inflorescéncias racemos
bissexuados, com flores estaminadas alvas a esverdeadas (2,0-3,5 mm comprimento) e flores
pistiladas creme-esverdeadas (2,0-4,0 mm comprimento). Os frutos sdo deiscentes e
apresentam-se como capsulas tricocas, com 4,5 mm de comprimento e 4,0 mm de largura. As
sementes medem cerca de 4,0 mm de comprimento e 2,5 mm de largura, com coloracao
castanha e levemente rugosa (LIMA e PIRANI 2008).

Algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas acerca da espécie C. linearifolius, a
exemplo de estudos relacionados com a anatomia (BRITO et al., 2011), taxonomia
(CARNEIRO-TORRES, 2009; LIMA e PIRANI, 2008), prospec¢do quimica (FELIU, 2011;
BRITO, 2014) e genético-moleculares (SCALDAFERRI, 2013; SCALDAFERRI et al., 2013,
2014; ROCHA, 2015; ROCHA et al., 2016). No entanto, em detrimento da importancia
ecologica e do potencial enquanto recurso natural, os estudos em diversos ambitos sao
escassos para C. linearifolius, sobretudo os estudos genético-moleculares, o que pode
prejudicar o desenvolvimento de estratégias de manejo e conservacdo que possam auxiliar em

Seu uso sustentavel.



Figura 2. Detalhe da inflorescéncia de Croton linearifolius. Fonte:
Acervo pessoal.

DIVERSIDADE GENETICA

A diversidade bioldgica pode ser definida como a variacdo presente em todas as
espécies de plantas e animais, em seu material genético e nos ecossistemas em que eles
incidem; podendo ocorrer em trés niveis: diversidade genética (variagdo de genes e
gendtipos), de espécies (riqueza de espécies) e ecossistemas (comunidades de espécies e seu
ambiente) (RAO e HODGKIN, 2002).

Dentre os diferentes niveis hierarquicos de biodiversidade, a diversidade genética
destaca-se em nivel de importancia, uma vez que constitui a base do processo evolutivo das
espécies. A diversidade genética pode ser definida como toda variagdo biologica hereditaria
acumulada durante o processo evolutivo e que pode ser gerada, principalmente, nos processos
de mutacdo na sequéncia nucleotidica durante a replicacdo do DNA. Quando esta variacdo



ocorre entre individuos da mesma espécie, chama-se de diversidade intraespecifica, e quando
ela ocorre entre espécies, denomina-se diversidade interespecifica (SANTOS et al., 2009).

Diversos fatores podem afetar diretamente o grau e a distribuicdo (estrutura) da
diversidade genética entre e dentro de populacdes de plantas. Os principais eventos que
podem atuar na ampliacdo da diversidade genética sdo a mutagdo e o fluxo génico, entre
populacdes. Outros aspectos como, deriva genética, endogamia e selecdo natural podem afetar
as populacdes diminuindo a sua diversidade genética (NEI, 1987).

Os mecanismos de dispersdo que podem ocorrer, tanto via polen quanto via sementes
s80 muito importantes, pois podem modelar a composicdo e a estrutura genética das
populagdes de plantas (DOW e ASHLEY, 1998). O fluxo génico, que consiste na troca de
genes entre populacbes, pode atuar na homogeneizacdo da variagdo genética espacial, por
promover a conectividade genética entre as populacdes (HAMRICK e NASON, 1996). Os
polinizadores e agentes dispersores de sementes que apresentem efetiva dispersdo a longas
distancias diminuem a probabilidade de ocorrer diferenciacdo geogréafica entre populacdes,
enguanto a dispersao em distancias restritas tem efeito contrario, promovendo a estruturacao
genética populacional (LOVELESS e HAMRICK, 1984).

Os fatores acima relacionados séo ainda mais atuantes em populagdes subdivididas e
com ocorréncia em ambientes fragmentados. O fluxo génico nessas areas é restrito, 0 que
pode levar a endogamia e deriva genética, reduzindo a diversidade genética e comprometendo
o0 potencial adaptativo das espécies (YOUNG et al., 1996; KELLER e WALLER, 2002).

Caracteristicas intrinsecas a espécie tais como o sistema reprodutivo (autogamia ou
alogamia) e a morfologia floral (monoicas, didicas ou hermafroditas) também séo
determinantes para a compreensdo da estrutura genética nas populacfes naturais. Espécies
preferencialmente alégamas, tendem a apresentar alta diversidade dentro de populacdes e
pouca variacao interpopulacional, por outro lado, as espécies autdgamas possuem niveis
reduzidos de variacdo dentro das populagdes e maior entre populagdes (CAVALLARI, 2004).

No ambito das agdes de manejo e conservacao da biodiversidade, o conhecimento da
composi¢do genética de uma espécie, e de como ela estd organizada (estruturada) em suas
populaces, torna-se fundamental. Isto porque é através da variacdo genética disponivel que
0s organismos podem responder as possiveis mudangas ambientais, mantendo sua capacidade
de adaptacdo e garantindo sua sobrevivéncia e reproducdo ao longo do tempo (FLEISHMAN
et al., 2001; JONES et al., 2001).

Neste sentido, muitos programas de conservagdo de plantas visam manter os niveis

existentes de variabilidade genética, evidenciando a importancia de estudos genético-



moleculares para a conservacdo e melhoramento de espécies (JAMES e ASHBURNER,
1997). Os dados gerados nesses estudos podem ser utilizados para definir unidades de
conservacao e prioridades para o manejo de recursos genéticos, indicar areas e populagdes de
maior ou menor importancia para a preservacdo das especies de interesse e dessa forma
permitir o desenvolvimento de estratégias efetivas de conservacdo (CAVALLARI, 2004).

A composicao de colegdes ex situ para fins conservacionistas pode ser um exemplo
de aplicacdo das informacdes disponiveis sobre a distribuicdo genética em uma populacéo.
Tendo em vista as limitacGes de ordem pratica e financeira, as amostras a serem preservadas
devem representar a0 maximo o padrdo de distribuicdo da diversidade genética de uma
populacdo. Em populagdes uniformes e conectadas por fluxo génico, ndo é necessario
amostragem de todas as populac@es, no entanto, um maior nimero de populacdes deve ser
representado quando as mesmas estao estruturadas em subpopulacdes (CAVALLARI, 2004).

A avaliacdo da diversidade genética dentro e entre populagdes pode ser realizada por
meio da utilizacdo de diferentes técnicas. Os avancos das técnicas de biologia molecular
abriram novas perspectivas para pesquisas em conservacdo de espécies, permitindo avaliacao
da diversidade genética diretamente ao nivel de DNA, livre de influéncias do ambiente ou do

estagio de desenvolvimento do organismo analisado (LACERDA et al., 2001).

MARCADORES GENETICO — MOLECULARES

Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas, processos bioquimicos ou
fragmentos de DNA que permitem a distincdo de individuos geneticamente diferentes
(BOREM, 1997). Dentre 0os marcadores genéticos, destacam-se os moleculares, que trata-se
de todo e qualquer fenétipo molecular de um gene expresso ou de um segmento especifico de
DNA (BOREM e CAIXETA, 2009).

Os marcadores moleculares sdo caracterizados por meio das diferencas genéticas em
nivel de DNA, que sdo determinadas por mutacGes pontuais, gerando desse modo, 0sS
polimorfismos de DNA que podem ser acessados por varias técnicas. Ferreira e Grattapaglia
(1998) relatam que o polimorfismo gerado pode ser quantificado e qualificado, a depender da
técnica utilizada, sendo o seu comportamento verificado através das leis classicas
mendelianas.

Dentre as principais vantagens que os marcadores moleculares apresentam destacam-

se a obtencdo praticamente ilimitada de polimorfismos genéticos que podem ser detectados
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em qualquer estagio de desenvolvimento de uma planta ou até mesmo em cultura de células
ou tecidos; além da identificacdo do gendtipo sem influéncia do ambiente (FALEIRO, 2007).

Quando aplicados na investigacdo de plantas, os marcadores moleculares tém sido
Uteis para orientar a coleta de material genético com a finalidade de conservacdo ex situ,
definir o tamanho minimo de &rea para conservacdo in situ, descrever a organizacdo da
variacdo genética em populacOes naturais e conhecer a magnitude da diversidade genética da
espeécie e das populacdes (SCHNEIDER et al., 2003), entre outros aspectos.

As diferentes tecnologias genético-moleculares apresentam vantagens e limitacoes,
que compreendem desde a infraestrutura disponivel, requisitos técnicos e de custos, o nivel de
conhecimento genético da espécie de interesse, bem como os tipos de dados que as diferentes
técnicas podem gerar e nos niveis taxondmicos em que eles podem ser mais adequadamente
aplicados (KARP et al., 1996; FALEIRO, 2007).

Existe uma ampla gama de marcadores moleculares empregados no estudo de
diferentes organismos e com diversos objetivos de pesquisa. E possivel citar tanto marcadores
dominantes (Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD, Inter Simple Sequence Repeat -
ISSR, Resistance Genes Analogs - RGA, Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP),
quanto marcadores co-dominantes (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP,
Simple Sequence Repeats - SSR, single nucleotide polymorphism - SNP).

MARCADORES RGA (Resistance Genes Analogs)

As plantas sdo constantemente desafiadas em seus ambientes naturais por um amplo
espectro de agentes abidticos e bidticos, incluindo virus, bactérias, fungos, nematdides,
protozoarios e parasitas. No curso da evolugdo, as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de defesa, incluindo estruturas pre-existentes, como cuticulas e pélos (barreiras
fisicas contra 0 patdgeno), a producdo de enzimas, como quitinases e glucanases (substancias
inibidoras) e o reconhecimento especifico do patdégeno pela planta hospedeira (AGRIOS,
1997).

A reacgéo de hipersensibilidade (HR; Hipersensitive Response) consiste no principal
mecanismo utilizado pelas plantas para se defenderem contra o ataque de patogenos (BONAS
e LAHAYE, 2002). Essa reacdo ¢ desencadeada pela “ativa¢ao” de um gene de resisténcia (R)
e caracterizada por morte celular rapida e localizada impedindo que o patdgeno se espalhe
colonizando o organismo (MEYERS et al., 2005). Posteriormente esses eventos podem

desencadear uma resposta generalizada com longa duragéo, prolongando-a de forma sistémica
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e atuando mesmo longe da infeccdo (SAR — Resisténcia Sistémica Adquirida) (SANTOS,
2011).

Os genes de resisténcia, caracterizados em muitas plantas, possuem regides
filogeneticamente conservadas, denominadas motivos, os quais podem incluir regiGes ricas
em leucina (LRR — Leucine Rich Repeats), sitios de ligacdo a nucleotideos (NBS — Nucleotide
Binding Sites), estruturas complexas de NBS-LRR (Nucleotide Biding Sit Leucine Rich
Repeat) e proteinas quinases (STASKAWICZ et al., 1995; HAMMOND-KOSACK e JONES,
1997).

O dominio NBS-LRR em plantas possui sua fun¢do associada com a resisténcia a
doengas, frequentemente manifestada como uma resposta de hipersensibilidade. Neste
sentido, NBS-LRR, age nos caminhos de transducao de sinal que opera em resposta ao ataque
dos patdgenos, gerando como resposta a morte celular programada. O dominio LRR é o
responsavel primario pelo reconhecimento, ou seja, atua como guarda da maquinaria celular
que é susceptivel ao ataque de patdgenos (JONES e DANGL, 2006).

Segundo Bent (1996) a presenca de segmentos que dispem de sequéncias similares
dentro de um conjunto de genes bastante polimorficos sugere que essas regifes conservadas
representam sitios de relevante importancia biologica envolvidos na funcdo geral dos genes de
resisténcia e/ou na regulacdo da expressdo fenotipica desses genes. Assim, as regides
conservadas dentro desses dominios permitem a geracdo de marcadores moleculares, pois
favorecem o desenvolvimento de primers que acessem regides andlogas a genes de resisténcia
(RGA).

Os marcadores RGA podem ser amplificados por meio da técnica de PCR e/ou
usando informacdes gendmicas e, entdo, mapeados geneticamente. Quando um RGA se
relaciona a um locus de resisténcia previamente definido, sua funcionalidade pode ser testada.
Essa etapa geralmente é realizada para determinar se um gene candidato pode conferir
resisténcia quando expresso como um transgene em uma linhagem que €, normalmente,
suscetivel a doenca (HULBERT et al., 2001).

Os primeiros trabalhos que relataram o uso de sequéncias conservadas entre genes de
resisténcia, para identificar sequéncias similares em outras espécies foram realizados por
Kanazin et al. (1996), Yu et al. (1996) e Leister et al. (1996). Os autores supracitados
desenvolveram independentemente a estratégia baseada na amplificagdo com primers
desenhados a partir das regides conservadas nos dominios, o que possibilitou isolar

numerosos analogos de genes de resisténcia.
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Apos esses trabalhos iniciais descrevendo a técnica RGA, esta tem sido aplicada na
investigacdo de diversas espécies vegetais e para diferentes fins (Figura 3), tais como
caracterizacdo e diversidade genéetica (JUANSHENG et al, 2013; PAULA et al., 2010),
filogenia (PAN et al., 2000), mapeamento genético (MILLER et al., 2008; SCHEJBEL et al.,
2008) e genética de populagdes (DIAZ e FERRER, 2003). Apesar dos estudos com RGA em
varias especies vegetais, relatos sobre a identificacdo e utilizacdo desta classe de marcadores

para o género Croton ainda sdo inexistentes.
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Figura 3. Quantitativo de artigos cientificos publicados por ano com a aplicacédo
dos marcadores RGA (Resistance Genes Analogs) em diferentes espécies vegetais.
Dados obtidos a partir da busca em bases de dados de publicaces cientificas
(NCBI e SciELO) com as palavras chave: RGA (Resistance Genes Analogs); RGAS
“plants”; RGAs “plantas”.

MARCADORES ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

Os marcadores moleculares ISSR caracterizam-se como uma técnica simples, rapida
e eficiente. Dentre as vantagens da técnica destaca-se a pequena demanda de quantidade de
DNA por reacdo, alem de requerer pouca infraestrutura de equipamentos para execucdo dos
experimentos. Esses marcadores foram desenvolvidos a partir da necessidade de explorar
repeticbes de microssatélites, abundantes no genoma eucarioto, sem a utilizacdo de
sequenciamento prévio do DNA da espécie de interesse (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os marcadores ISSR sdo obtidos por amplificacdo via PCR (Reaction Chain
Polymerase) com a utilizacdo de primer unico, constituidos de sequéncias repetidas de di ou
trinucleotideos (ZIETKIEWICZ et al., 1994). O iniciador utilizado pode ou ndo estar
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ancorado, sendo a condigdo ancorado mais frequente, com um a quatro bases ancoradas na
posicdo 5 e 3" do iniciador, dentro das sequéncias flanqueadas (REDDY et al., 2002).

Os produtos amplificados correspondem a uma sequéncia de DNA, presente entre
duas regifes idénticas de microssatélites, orientadas em direcdes opostas (REDDY et al.,
2002). O tamanho dos produtos amplificados s&o geralmente de 200-2000 pb (pares bases) de
comprimento e apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao uso de iniciadores
longos (formados por mais de 10 pb) e de altas temperaturas de anelamento. A limitacéo
dessa classe de marcadores esta relacionada ao fato de serem dominantes, o que impossibilita
a distincdo entre os genotipos heterozigotos e homozigotos (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os marcadores ISSR ja& foram empregados em estudos prévios de diversidade
genética em especies do género Croton a exemplo de C. linearifolius (SCALDAFERRI,
2013), C. heliotropiifolius, C. blanchetianus e C. pedicellatus (LIRA- NETO, 2011), C.
cajucara (ANGELO et al, 2006) e C. heliotropiifolius (ROCHA et al., 2016). Essa técnica
também tem sido aplicada para a investigacdo de inimeras espécies de plantas e com
diferentes finalidades (Figura 4), tais como caracterizacdo da diversidade genética com vistas
a conservacdo (QIAN et al., 2014; GONZALEZ-LOPEZ et al., 2014) e melhoramento
genético (LIMA et al., 2015) e Filogenia (JOSHI et al., 2000).
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Figura 4. Quantitativo de artigos cientificos publicados por ano com a aplicacdo dos
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) em diferentes espécies vegetais. Dados
obtidos a partir da busca em bases de dados de publicacdes cientificas (NCBI e SciELO)
com as palavras chave: ISSR (Inter Simple Sequence Repeat); ISSR “plants”.
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Resumo. Diversas espécies do género Croton apresentam importancia ecoldgica e econdmica,
no entanto, sdo incipientes os estudos de investigacdo do género sob diversos aspectos,
sobretudo as publicagdes com dados genéticos e moleculares. Conhecer geneticamente
espécies que apresentam relevancia enquanto recurso natural é de fundamental importancia
para elaboracdo de estratégias de conservacdo e uso sustentavel da biodiversidade. Assim, a
presente revisdo teve como objetivo apresentar um panorama do conhecimento disponivel
na literatura sobre a diversidade genética, filogenia e informaces citogenéticas das espécies
do género Croton, indicando tanto as principais lacunas como as perspectivas em relacéo as
ferramentas moleculares disponiveis e sua aplicacdo na compreensdo do género, tendo como
fim a conservacdo e uso dessas espécies. Para tanto, foram realizadas buscas em bases de
dados de publicacdes cientificas (NCBI, Scopus, SciELO). Os dados apresentados nesta
revisdo apontam para uma lacuna em diversos &mbitos do conhecimento acerca do género

Croton e um consequente conjunto de oportunidades para realizagcdo de novas pesquisas.

Palavras chave: Croton, diversidade genética, marcadores moleculares, citogenética,
filogenia.
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas gerais do género Croton L. (Euphorbiaceae)

A familia Euphorbiaceae sensu lato distribui-se nas regides tropicais e temperadas de
todo o planeta com a maioria das especies na regido Indo-Malaia e na Ameérica tropical
(Rahman e Akter, 2013). No Brasil ocorrem 63 géneros e cerca de 940 espécies, presentes na
maioria dos biomas, sendo 638 espécies consideradas endémicas para o pais (Cordeiro et al.,
2015). Estima-se que ha aproximadamente 7.500-9.000 espécies distribuidas em cerca de 300
géneros, constituindo uma das mais diversificadas e complexas familias dentro das
Angiospermas (Cronquist, 1981).

Com base no progresso dos estudos taxonémicos e filogenéticos com a utilizacdo de
dados moleculares, Euphorbiaceae sensu lato foi recentemente dividida em quatro familias:
Euphorbiaceae sensu stricto, Phyllanthaceae, Putranjivaceae e Picrodendraceae, com
proposicdo de estabelecer Peraceae como parte de um taxon autbnomo (APG 11, 2003).

Croton L. é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com aproximadamente
1.200 espécies (Govaerts et al., 2000). Os representantes deste género apresentam elevada
diversidade morfoldgica (Figura 1), com hébitos que variam de herbaceas a arbdreas (Silva et
al., 2010); sdo monoicas e raramente didicas (Carneiro-Torres, 2009). Podem apresentar
inflorescéncia onde as pétalas quando ndo ausentes, sdo reduzidas (Guimardes, 2006). As
folhas s@o predominantemente alternas e podem exibir um revestimento piloso. As flores
masculinas e femininas sdo diminutas e em sua maioria brancas. Apresentam também
tricomas de formas variadas (simples, estrelados, lepidotos e variacbes de tais tipos). As
sementes sdo carunculadas e o fruto apresenta-se como capsula tricoca, medindo de 2 a 6 mm
de didmetro (Silva et al., 2010).

De acordo com a classificacdo proposta por Webster (1994), Croton pertence a
subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae. A configuracdo da exina dos grdos de pdlen,
denominada de padréo-Croton, juntamente com os graos de polen inaperturados, constituem
as principais caracteristicas morfoldgicas da subfamilia (Nowicke, 1994). A presenca de
estames encurvados no botdo floral em Croton parece constituir a Unica sinapomorfia

morfoldgica do género (Berry et al., 2005).
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Figura 1. Painel ilustrativo de diferentes espécies do género Croton: (A) C. flavens; (B) C.
laevigatus; (C) C. ovalifolius e (D) C. tiglium. Créditos: http://www.botanypictures.com/

Tendo em vista a diversidade morfoldgica e complexidade taxondémica, diversas sao as
propostas visando o arranjo das espécies do género Croton. Neste contexto, destaca-se a
classificacdo infragenérica proposta por Webster (1993) que reconheceu 40 secdes e cinco
subsecdes para Croton. Uma nova circunscricdo foi proposta por meio de estudos
filogenéticos tendo como base a analise de dados moleculares das regides ITS, do DNA
nuclear ribossémico, e do fragmento trnL-F, do DNA plastidial (Berry et al., 2005). Esses
autores sugeriram que para o género Croton ser considerado monofilético, é necessario a
segregacdo da secdo Croton Astraea (Klotzsch) Baill como um género independente.

Apbs esse trabalho inicial, outras analises filogenéticas moleculares tém contribuido
para a construcdo de uma classificagdo infragenérica de Croton (Riina et al., 2009; Riina et
al., 2010; Caruzo et al., 2011; Van Ee et al., 2011; Van Ee e Berry, 2011). Como resultado do
aumento no numero de estudos taxondmicos e filogenéticos para o género, especialmente para
as espécies com ocorréncia na regidao Neotropical, o conhecimento acerca de Croton vem
crescendo substancialmente. N&o obstante, as relagdes basicas dentro de muitas se¢fes ainda
ndo foram exploradas (Caruzo et al., 2011), tendo em vista o elevado nimero de espécies,
ampla distribuicdo geogréafica e consideravel diversidade morfoldgica, o que torna o grupo de

alta complexidade taxonémica (Riina et al., 2009).
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Diante deste cenario, estratégias de estudos moleculares associadas a identificacéo,
sequenciamento e comparacdo de regifes conservadas do genoma (a exemplo da técnica de
DNA Barcode) podem contribuir na identificacdo e diferenciacdo de espécies, auxiliando no
desenvolvimento de estudos taxonémicos e filogenéticos. Neste contexto, estudo recente
realizado com 12 espécies do género Croton apresenta avangos no uso acoplado do DNA
Barcode com a técnica High Resolution Melting (Bar-HRM) como eficiente estratégia para
discriminacdo de espécies do género Croton, ja que possibilita a deteccdo de mutacdes

pontuais, indels e metilacdo do DNA (Osathanunkul et al., 2015).

1.2 Distribuicéo e Ecologia de Croton L.

A ampla distribuicdo geogréfica das espécies de Croton em diferentes paisagens é
resultado de uma soma de fatores que envolvem interacGes ecoldgicas estabelecidas pelas
espécies do género, ressaltando-se os eventos de polinizacao e dispersdo, relacionados com o
sucesso reprodutivo, bem como as estratégias de defesa em resposta a acdo dos predadores
(fungos, bactérias, nematdides e virus) e aos fatores limitantes do ambiente fisico em que
essas espécies ocorrem.

As espécies de Croton apresentam ampla distribuicdo mundial com a maioria dos seus
representantes distribuidos nas regiGes tropicais, predominantemente no continente
Americano, sendo o Brasil (300 espécies), Madagascar (150 espécies), Caribe (150 espécies)
e México (100 espécies) considerados os mais importantes centros de diversidade do género
(Berry et al., 2005). No Brasil, as espécies de Croton estdo amplamente distribuidas nos mais
diversos ambientes, havendo registros de espécies nos biomas do Cerrado (143 espécies),
Mata Atlantica (120 espécies), Caatinga (82 espécies), Amazonia (64 espécies), Pampa (15
espécies) e Pantanal (14 espécies) (Cordeiro et al., 2015).

A abundante producédo de flores e frutos durante a maior parte do ano sugere que as
espécies do género constituem importante recurso alimentar para os animais polinizadores e
dispersores, sobretudo em ambientes degradados com reduzida oferta desses recursos, ja que
muitas espécies de Croton sdo pioneiras, configurando-se como importante componente em
estagios iniciais de sucessdo ecologica (Lima e Pirani, 2008).

Os sistemas de polinizagdo para a maioria das espécies de Croton sdo pouco
conhecidos, apesar disso é esperado que sejam diversificados, tendo em vista que, entomofilia
(Freitas et al., 2001; Pires et al., 2004), anemofilia (Dominguez e Bullock, 1989) e ambifilia
(Passos, 1995; Quirino e Machado, 2014) ja foram documentados para o género.
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A dispersdo balistica (autocoria) € uma estratégia comum entre os diversos géneros de
Euphorbiaceae, incluindo Croton. Essa sindrome é caracterizada pela deiscéncia explosiva de
frutos secos que langcam as sementes para longe da planta-mae (Webster, 1994; Leal, 2003).
Além disso, possuem uma estrutura rica em compostos lipidicos, o elaiossomo, o qual atrai as
formigas que atuam como dispersores secundarios das sementes, diminuindo assim a
predacdo e a competicdo entre as plantulas (Passos e Ferreira, 1996; Leal, 2003; Leal et al.,
2007; Lobo et al., 2011).

Uma variedade de estruturas secretoras (nectarios extraflorais, laticiferos, idioblastos e
tricomas secretores) sdo comumente encontradas nas espécies de Croton (Vitarelli et al.,
2015) e, juntamente com os metabolitos secundarios desempenham um importante papel nas
estratégias anti-herbivoria e na adaptabilidade as constantes mudancas ambientais (Alves et
al., 2012).

1.3 O género Croton enquanto recurso natural: Uso e status de conservacao

A familia Euphorbiaceae destaca-se por sua notavel importancia econémica em varios
segmentos da sociedade, compreendendo plantas utilizadas na alimentacdo (Manihot
esculenta), producdo apicola (Alchornea triplinervia, Sapium glandulosum e Sebastiania
commersoniana), como ornamentais (Euphorbia milii e E. pulcherrima), producdo da
borracha (Hevea brasiliensis), como fonte de 6leo (Ricinus communis) e na producdo de
biocombustivel (Jatropha curcas) (Caruzo, 2010).

O género Croton destaca-se pelo seu uso na producdo apicola (C. ceanothifolius, C.
celtidifolius, C. floribundus, C. splendidus e C. urucurana) (Coradin et al., 2011), fonte de
madeira para a producéo de lenha e carvéo (C. sonderianus), carpintaria e construcao civil (C.
urucurana e C. nitens) (Ramos e Lagos, 1988; Govaerts et al., 2000) e como inseticidas
naturais contra o Aedes aegypti (C. linearifolius, C. tetradenius e C. argyrophyllus) (Silva et
al., 2014; Carvalho et al., 2015; Cruz et al., 2015).

Apesar da importancia ecologica e da utilizacdo de Croton spp. como recurso natural,
sdo as propriedades quimicas e farmacologicas que tém levado a um crescente interesse
cientifico e econémico sobre as espécies do género. Vérias de suas especies sdo largamente
utilizadas na medicina popular para o tratamento de cancer, constipacdo intestinal, diarreia e
outros problemas digestivos, diabetes, feridas externas, febre, hipertenséo, inflamacdo, vermes

intestinais, malaria, dor, Ulceras e obesidade (Salatino et al., 2007).
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As espécies do género Croton sdo ricas em compostos quimicos, propriedade que
qualifica o grupo como promissor para estudos de prospeccdo de substancias com potencial
farmacologico (Randau et al., 2004). As propriedades medicinais das espécies do género tém
sido atribuidas a uma ampla variedade de compostos quimicos, tais como terpenos, esterdides,
alcaloides, e compostos fenolicos, entre os quais predominam os lignanos, flavonoides e pro-
antocianidinas (Salatino et al., 2007).

A despeito do seu potencial e do uso recorrente pela populacdo, sdo incipientes 0s
estudos de espécies que possuem propriedades terapéuticas ja& comprovadas, ndo obstante os
ensaios farmacoldgicos vém corroborando os usos tradicionais de Croton, tais como, efeito
hipoglicémico (C. cuneatus) (Torrico et al., 2007), antiulcerogénico (C. urucurana) (Cordeiro
et al., 2012), anticancer (C. celtidifolius) (Biscaro et al., 2013), hipotensor (C. zehntneri)
(Siqueira et al., 2013), antimicrobiano (C. pulegioides) (Arrais et al., 2014) e leishmanicida
(C. cajucara) (Lima et al., 2015).

Tendo em vista o potencial fitoquimico e econémico de muitas espécies de Croton, €
essencial o desenvolvimento de pesquisas voltadas para a propagacao e avaliacdo do potencial
produtivo dessas espécies sob condi¢Bes de cultivo. Para o género Croton sdo escassos 0S
estudos dessa natureza, havendo alguns registros para C. urucurana (Lima et al., 2008), C.
zehntneri (Paulino et al., 2012; Cunha et al., 2012) e C. sonderianus (Lopes et al., 2014).

O elevado numero de espécies de Croton endémicas do Brasil, cerca de 250 (Cordeiro
et al., 2015), aliado a extracdo insustentavel desse recurso natural pela populagdo, implica em
um cenario preocupante para a preservacdo das espécies do género no pais, tendo em vista
que 38,64% dessas espécies encontram-se sob ameaca, 0 que demonstra a urgéncia na
aplicacdo de medidas de conservacdo, tais como, a protecdo dos ambientes de ocorréncia
dessas espécies por meio da criacdo e ampliacdo de areas protegidas (in situ) (Pollito et al.,
2004), bem como, estratégias de conservacdo ex situ, a exemplo dos bancos de germoplasma.

InformacBes sobre o nimero de espécies de Croton presentes em unidades de
conservacdo no Brasil sdo insuficientes, o que dificulta a determinacdo do status de
conservacao do género no pais. De acordo com os dados reportados por Pollito et al. (2004),
apenas 20 especies tém mais de 50% de probabilidade de estarem protegidas em unidades de
conservacdo. Em relagdo ao estabelecimento de Croton spp. em bancos de germoplasma,
também existem poucos registros, com acessos de Croton cajucara e Croton sacaquinha

mantidos em banco de germoplasma pela Embrapa Amazdnia Ocidental.
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2 CONTRIBUI(}C)ES DA GENETICNA E DA BIOLOGIA MOLECULAR PARA
CARACTERIZACAO, CONSERVACAO E USO DO GENERO Croton

A Biodiversidade pode ser definida como a totalidade dos genes, espécies e
ecossistemas de uma regido especifica ou no planeta como um todo (Rao e Hodgkin, 2002).
Os componentes da biodiversidade sdo importantes tanto sob o ponto de vista ecoldgico
quanto pelo seu uso atual ou potencial pelos seres humanos enquanto recurso bioldgico, que
pode, por sua vez, ser classificado como um recurso genético (Nass, 2011).

De modo geral, os recursos geneticos sao considerados fontes de variabilidade
(matéria-prima natural), sendo fundamental tanto para o estabelecimento de formas de
exploragdo econdmica racional, bem como no desenvolvimento de estratégias de conservagéo.
Nas ultimas décadas, tem-se observado grandes avancos no desenvolvimento de técnicas da
genética e biologia molecular para identificacdo, caracterizacdo e avaliacdo dos recursos
genéticos vegetais, gerando informacdes importantes para subsidiar diferentes acfes de
pesquisa (Faleiro, 2007).

A maioria dos estudos com énfase no género Croton aborda os aspectos anatdmicos e
fitoquimicos, sendo raras as publicaces com dados genéticos em niveis cromossémicos e
moleculares para a maioria das espécies do género. Caracteristicas como a diversidade
morfoldgica, a ocorréncia em diferentes ambientes, incluindo aquelas com condicdes agro-
climéticas extremas, e a grande quantidade e tipos de compostos quimicos presentes em
algumas espécies, sugerem que Croton possui diversidade genética interespecifica

consideravel, incluindo muitos genes importantes ainda ndo investigados pela ciéncia.
2.1 Estudos Citogenéticos

Dados citogenéticos sdo relevantes em estudos que envolvem caracterizacdo
taxondmica, sistematica e filogenia, abrangendo desde a observacdo do ndmero e
morfologia dos cromossomos, até dados da citogenética molecular, tais como a
hibridizacdo fluorescente in situ ou FISH e a hibridizacdo genémica in situ ou GISH
(Stace, 2000).

Informacdes associadas ao estado da arte das pesquisas citogenéticas acerca do género
Croton foram sumarizadas em uma tabela revisada por Lira-Neto (2011), onde é possivel
observar um total de 32 publicacGes entre os anos de 1943 e 2007. Os estudos citogenéticos
sobre Croton sdo escassos e restritos a menos de 5% das cerca de 1.200 espécies estimadas

para 0o género. Apds esses trabalhos ha registros de apenas dois estudos na literatura, nos
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quais foram investigadas seis (C. adenocalix, C. lundianus, C. sellowii, C. blanchetianus, C.
heliotropiifolius e C. lobatus) (Lira-Neto, 2011) e uma (C. floribundus) (Silvestrini et al.,
2013) espécies, respectivamente, sendo que para quatro espéecies foram os primeiros registros
de contagem de cromossomos (C. adenocalix, C. lundianus, C. sellowii e C. floribundus).

O género Croton apresenta extensa variagdo numérica de cromossomos, uma
caracteristica comum observada entre os géneros da familia Euphorbiaceae. Apesar de
apresentar os numeros 2n=16 (Perry, 1943) e 2n=64 (Fedorov, 1969) como menor e maior
numeros diploides encontrados, respectivamente, o0 género exibe 2n=20 como 0 mais
frequente (74% dos registros citogenéticos para Croton).

A maioria dos estudos de investigacdo cromossémica em Croton é baseada em
técnicas convencionais limitando-se ao registro numérico de cromossomos. Poucos estudos
com maior nivel de detalhamento cromossémico para as espécies do género estdo disponiveis
na literatura com a aplicacdo de técnicas de bandeamento e citogenética molecular (Gusméo,
2000; Lira-Neto, 2011). Os resultados obtidos por Lira-Neto (2011) indicaram relativa
conservacdo cariomorfolégica em cinco das 6 espécies investigadas, com excessdo de C.
lobatus, o que pode sugerir a elevacdo da secdo Astrea, a qual essa espécie pertence, a
condicdo de género, como proposto por Berry et al. (2005). No entanto, essa area do
conhecimento permanece aberta a investigacao, tendo em vista que muitas espécies ainda nao
foram investigadas.

As informacBes citogenéticas sobre a maioria das publicacdes restringe-se as
espécies que compBem as vegetacBes de outros paises (Perry, 1943; Urbatsch et al., 1975;
Soontornchainaksaeng e Chaiyasut, 1999; Berry, 2006; Soontornchainaksaeng et al., 2003),
com poucos estudos contemplando as espécies com ocorréncia exclusiva no Brasil,
importante centro de diversidade do género (Pérto, 2007; Lira-Neto, 2011). De um total de
250 espécies endémicas, apenas nove foram investigadas em estudos citogenéticos (C.
adenocalyx, C. blanchetianus, C. floribundus, C. jacobinensis, C. pulegioides, C. persicaria,

C. sellowii, C. semivestitus e C. sonderianus).

2.2 Aplicacdo de Marcadores Moleculares

Os avancos dos estudos moleculares trouxeram um aumento significativo dos
conhecimentos em diversas areas, o que possibilitou a avaliacdo da diversidade genética
diretamente ao nivel de DNA, livre de influéncias ambientais ou do estagio de

desenvolvimento do organismo analisado (Lacerda et al., 2002).
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Diante da ampla gama de marcadores moleculares, diversos fatores podem influenciar
na escolha da técnica mais adequada aos objetivos do estudo. Cada tecnologia apresenta
vantagens e limitagdes, que compreendem desde a infraestrutura disponivel, requisitos
técnicos e de custos, ao nivel de conhecimento genético da espécie de interesse (Faleiro,
2007), bem como os tipos de dados que podem fornecer e os niveis taxondmicos em que eles
podem ser mais adequadamente aplicados (Karp et al., 1996).

Similar a escassez de informacdes citogenéticas disponiveis para o género Croton, 0s
estudos genéticos com aplicacdo de marcadores moleculares sdo considerados incipientes no
Brasil e em todo 0 mundo. A Figura 2 ilustra uma linha cronoldgica da evolucdo de alguns
dos principais marcadores moleculares e a sua utilizacdo em estudos de Croton spp. Dados
informados na Figura 2 indicam que o uso de marcadores moleculares no género Croton
iniciou-se ha cerca de 10 anos com a aplicacdo do marcador ISSR (Inter Simple Sequence

Repeat) para estimativa da diversidade genética de C. sublyratus (Klinbantom, 2004).

(A) ssR DAF AFLP
Litt e Luty, 1989; Caetano-Anollés Voset al., 1995
‘Webber e May, 1989 etal., 1991 J
RAPD ‘ ISSR SNP
Isoenzimas - = .
Market e Moller, 1959 Willians et al., 1990 Zietkiewicz, 1994 Bhaﬂ;;;n;kkl etal.,
T J T J ]‘ J T J
(B)
ISSR Isoenzimas sit MSSR e
Klinbantom, 2004 Bertagna, 2007 b 2:;:'! al,
4 Estudos ) 1Estudo 3Estudos )
[l Vinl:lft al. 2Ll
Angelo et al., 2005 2006 " Lira-Neto, 2011
6Estudos 1 Estudo
3 Estudos

Figura 2. Esquema ilustrativo dos principais marcadores moleculares e suas referéncias
iniciais (A), bem como os estudos publicados utilizando marcadores moleculares no
género Croton, a sua referéncia inicial, e o quantitativo de estudos (B).

Estudos disponiveis em bases de dados de publicacGes cientificas (NCBI, Scopus,
SciELO) incluem caracterizagdo da diversidade genética com base em marcadores
moleculares de 10 espécies de Croton, o que corresponde a menos de 1% das espécies do
género (Tabela 1). A maioria dos estudos genético moleculares para o género
(aproximadamente 80%) é baseada no uso de marcadores moleculares dominantes (RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA; AFLP - Amplified Fragment Length Polymorfism;
ISSR - Inter Simple Sequence Repeat; e DAF - DNA Amplification Fingerprinting). Apesar
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das limitagGes inerentes ao uso dos marcadores dominantes, tais como a baixa
reprodutibilidade e a impossibilidade de diferenciar os locos em heterozigose, a aplicacdo
desses marcadores tem contribuido para ampliagdo do conhecimento da base genética de

Croton spp.

Tabela 1. Apresentacdo descritiva e quantitativa de estudos publicados utilizando diferentes

marcadores moleculares para o género Croton. (a) Artigos cientificos

Marcadores Objetivos dos Espécies N
. Referéncias
moleculares estudos avaliadas
Estimar a
Isoenzimas variabilidade C. floribundus Bertagna, 2007
genética
Estimar a Angelo et al.,
variabilidade C. caiucara. C 2005% Angelo et
genética; comparar flbribjundus’ C. al., 2006% ;Ziroldo,
RAPD métodos para heliotro iifollius. e 2007; Souza et al.,
estimativas de C Iinegrifolius 2012% Scaldaferri
diversidade ' etal., 2014% e
genética Rocha et al., 2016°
Estimar a C. alabamensis Van Ee et al.,
A . : a .
AFLP variabilidade C. pallidulus e C. 2006 e Suzaki,
genetica e antisvohiliticus 2011, Oliveira et
Filogenia yp al.,2016°
ES“_”_W a Silvestrini et al.,
variabilidade e 2013 Silvestrini
SSR est?;:éﬁ\?;cztrlca; C. floribundus 2014 ¢ Silvestrini
. etal., 2015°
primers
Estimar a
variabilidade C. sublyratus, C. Klinbantom,
genética; comparar heliotropiifolius, 2004; Lira- Neto,
ISSR métodos para C. blanchetianus, 2011; Scaldaferri
estimativas de C. pedicellatus e etal., 2014%
diversidade C. linearifolius Rocha et al., 2016°
genética; Filogenia
Estimar a neliotropiifolius
DAF variabilidade P ' Lira-Neto, 2011

genética, Filogenia

C. blanchetianus
e C. pedicellatus

*As teses e dissertacdes foram mantidas como referéncias nos casos em que ndo foi observada a
publicacdo total ou parcial dos dados em artigos cientificos.

As técnicas de RAPD e ISSR foram as mais utilizadas em Croton totalizando seis e
quatro estudos respectivamente (Tabela 1). Dentre as vantagens que podem justificar a
escolha por essas técnicas, destacam-se a simplicidade, rapidez na obtencdo de dados,
baixo custo, demanda de quantidades minimas de DNA para realizacdo das analises e a

possibilidade de estudar espécies sem informacdes prévias de sequéncias de DNA para
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construcdo dos primers. Os ISSR, contudo, geram resultados mais robustos, pois
apresentam alta reprodutibilidade devido ao uso de sequéncias longas (formados por mais
de 10 pb) e por possuirem maiores temperaturas de anelamento, quando comparadas ao
RAPD (Reddy et al., 2002; Lacerda et al., 2001; Mondini et al., 2009; Ibrahim et al., 2010).

Na maioria dos estudos foi estimada a diversidade genética de Croton spp. (Tabela
1), e em geral foram encontrados altos niveis de diversidade genética dentro das populagdes
das especies estudadas, sendo detectado algum nivel de estruturacdo genética em algumas
populacgdes (Ziroldo, 2007; Oliveira et al., 2016; Rocha et al., 2016). O conhecimento sobre a
estruturacdo genética de populacfes de plantas podem fornecer informagfes importantes para
0 desenvolvimento de estratégias de conservacdo ex situ e in situ, e para 0 manejo dos
recursos vegetais.

O marcador ISSR foi utilizado para determinar o nivel de diversidade genética entre
37 amostras de C. sublyratus em diferentes regifes da Tailandia, no qual foi encontrado
que a variacdo na quantidade de plaunotol (acdo antitcera) produzida pelas plantas é
regulada pela variacdo genética entre as mesmas (Klinbantom, 2004).

Em estudos com C. cajucara, espécie que apresenta potencial econémico na
industria de cosméticos, o marcador RAPD foi aplicado para demonstrar a divergéncia
genética entre acessos de dois morfotipos (Angelo et al., 2005; Angelo et al., 2006). Em C.
floribundus, espécie utilizada em programas de reflorestamento, a técnica foi utilizada para
avaliar a estrutura e a diversidade genética entre trés fragmentos, 0s quais apresentaram
baixa diferenciacdo genética entre si (Ziroldo, 2007). Marcadores do tipo RAPD também
foram utilizados para analisar a estrutura genética de diferentes pontos de coleta a fim de
estabelecer estratégias para a coleta de sementes da espécie C. floribundus comumente usadas
em reflorestamentos da Floresta Atlantica (Souza et al., 2012).

Essa técnica também foi utilizada em conjunto com o marcador ISSR para estimar a
variabilidade genética e comparar métodos para estimativas de diversidade genética em C.
linearifolius e C. heliotropiifolius, espécies que tem despertado o interesse dos
pesquisadores por apresentarem potencial inseticida e medicinal, respectivamente
(Scaldaferri et al., 2014; Rocha et al., 2016). Ainda no contexto dos marcadores dominantes,
Lira-Neto (2011) investigou a eficiéncia dos marcadores ISSR e DAF no acesso a
variabilidade genética das especies C. heliotropiifolius, C. blanchetianus, C. pedicellatus.

A técnica AFLP foi empregada para avaliar a variabilidade genética em populagdes
naturais de C. antisyphiliticus, espécie medicinal utilizada no tratamento de infec¢Ges do

aparelho urogenital. O marcador molecular AFLP foi eficiente para caracterizar a
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variabilidade genética nas populagdes investigadas (Oliveira et al., 2016). Além das
caracteristicas inerentes aos marcadores dominantes, os marcadores AFLP apresentam como
desvantagens a exigéncia de uma maior quantidade de DNA, Vvérias etapas e reagentes que
aumentam o custo da técnica (Semagn et al., 2006).

Estudos utilizando marcadores co-dominantes em espécies de Croton, iniciaram-se
em 2007, com a aplicacdo de marcadores bioquimicos do tipo isoenzimas em C.
floribundus (Bertagna, 2007). Apos essa referéncia inicial, constam recentemente na
literatura 3 estudos (Silvestrini et al., 2013 ;Silvestrini, 2014 e Silvestrini et al., 2015) que
empregaram os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), também para investigacdo da
espécie C. floribundus. Os marcadores co-dominantes sdo mais informativos que os de
natureza dominante, sendo os mais indicados para estudos genético-populacionais.

Bertagna (2007) utilizou isoenzimas para avaliar a diversidade genética da espécie
C. floribundus em diferentes fragmentos florestais, localizados em uma Area de Protecéo
Ambiental. Segundo o autor, os altos niveis de diversidade genética e a baixa diferenciacao
entre as populagdes estudadas, podem ser explicados pelo numero limitado de geracdes
transcorridas, tendo em vista que o processo de fragmentacdo é recente na area, além da
ocorréncia de fluxo génico entre fragmentos mais proximos e as caracteristicas proprias da
espécie. Apesar da natureza codominante das Isoenzimas, esses marcadores apresentam
algumas desvantagens tais como o nimero limitado de sistemas enziméticos polimorficos,
ndo permitindo a cobertura completa do genoma, além de serem altamente influenciadas pelo
estagio de desenvolvimento da planta (Mondini et al., 2009).

Silvestrini et al. (2013) investigaram as implica¢des do uso dos microssatélites no
estudo de C. floribundus, uma espécie polipléide. Os dados gerados com a aplicacdo dos SSR
combinados com andlises citogenéticas demonstrou novas evidéncias sobre a origem e
evolucdo da espécie, bem como confirmou a eficiéncia desse marcador para estudos genético
de populacdes de espécies pioneiras poliploides. Os microssatélites sdo 0s mais viaveis para a
avaliacdo da diversidade e estrutura genética, pois sdo co-dominantes, apresentam alto
polimorfismo e sdo abundantes nos genomas das plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os marcadores SSR também foram utilizados por Silvestrini et al. (2015) para
investigar como 0s processos ecoldgicos e os fatores genéticos associados aos disturbios
naturais ou antropicos afetam a diversidade e estrutura genética de populacdes de C.
floribundus em diferentes estagios sucessionais. As analises de marcadores moleculares
nucleares e cloroplastidias sugeriram que o fluxo génico por polen é responsavel por manter a

diversidade genética dentro das populacdes de C. floribundus, tanto na floresta primaria
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quanto na floresta secundaria, em estagio inicial de sucessdo. Os autores concluiram que 0s
disturbios antropicos parecem aumentar a influéncia do efeito fundador em populagdes de
uma espécie com a dispersdo limitada de sementes.

Marcadores moleculares também tém sido empregados em conjunto com dados de
sequéncias de DNA em estudos de reconstrucdo das relagcdes filogenéticas em Croton
alabamensis (Van Ee et al., 2006) e em C. pallidulus (Suzaki, 2011). Apesar de controverso,
0 uso de marcadores AFLP tem sido utilizado com sucesso em estudos que visam elucidar as
relacBes filogenéticas entre espécies estreitamente relacionadas e taxons infraespecificos,
tendo em vista que a utilizagdo dessa técnica ndo é indicada para comparacdes entre
organismos filogeneticamente distantes (Karp et al., 1996).

Na maioria dos estudos com aplicacdo de marcadores moleculares em Croton spp.
foram investigadas espécies de fragmentos de populacdes naturais, destas espécies, trés estdo
presentes em unidades de conservagdo (C. floribundus, C. pedicelatus e C. linearifolius), e
apenas uma espécie dentre as 10 investigadas com marcadores moleculares (C.cajucara) esta
mantida em banco de germoplasma. Além disso, do total de espécies do género investigadas
apenas quatro sao endémicas do Brasil (C. blanchetianus, C. floribundus, C. linearifolius e
C. pallidulus). O panorama apresentado implica em uma importante lacuna no conhecimento
do status de conservacdo das espécies do género, j& que os dados gerados por meio da
utilizacdo das técnicas moleculares podem elucidar o nivel de diversidade genética,
possibilitando a implementacdo de estratégias bem sucedidas de conservacdo e uso

sustentavel dessas espécies.

3 CONCLUSOES, PERSPECTIVAS E DESAFIOS NO AVANCO DAS PESQUISAS
GENETICO-MOLECULARES NO GENERO Croton

Os dados apresentados nesta revisdao apontam para uma lacuna em diversos ambitos do
conhecimento acerca do género Croton, sobretudo as publica¢cbes com dados genéticos e
moleculares. Diversas espécies do género apresentam potencial econdbmico em muitos setores
da sociedade, sendo as propriedades quimicas e farmacoldgicas que tem impulsionado um
crescente interesse dos pesquisadores no estudo dessas espécies.

A escassez de estudos sobre Croton, somados ao uso insustentavel desse recurso
natural pela populacédo e aliado ao elevado numero de espécies endémicas no Brasil, pais no
qual foram encontrados a maior parte dos estudos, demonstram a urgéncia na aplicacdo de
medidas de protecdo das areas de ocorréncia dessas espécies no pais, bem como o

estabelecimento de estratégias de conservacdo ex situ. Em uma compilacdo realizada por
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Pollito et al. (2004) foi relatado a escassez dos registros de espécies de Croton em unidades
integrantes do Sistema Nacional de Unidades de Conservacgéo do Brasil.

No ambito das acdes de manejo e conservacdo da biodiversidade, o conhecimento da
composicdo genética de uma espécie, e de como ela esta organizada (estruturada) em suas
populacbes torna-se fundamental. O nivel de variabilidade genética implica no potencial
evolutivo de uma espécie, e determina em grande parte, suas chances de sobrevivéncia frente
as flutuacdes ambientais provocadas pelos fatores bioticos e abioticos (Fleishman et al., 2001;
Jones et al., 2001).

Em relagdo aos estudos citogenéticos e filogenéticos, hd um maior numero de estudos
disponiveis para as espécies de Croton, no entanto, sdo necessarios também a aplicacdo de
técnicas mais robustas, ja que a maioria dos estudos citogenéticos foram restritos a contagem
de cromossomos.

Informagdes morfo-agronémicas a respeito do cultivo e propagagdo de espécies do
género também sdo incipientes. Esse conhecimento constitui uma ferramenta importante no
desenvolvimento de estratégias para o reflorestamento, no estabelecimento de bancos de
germoplasma e para 0 manejo sustentavel, tendo em vista que muitas espécies sao utilizadas
pela populagdo como medicinais, entre outros usos.

Os estudos genéticos com a aplicacdo de marcadores moleculares restringiram-se a
menos de 1% das espécies de Croton, e em sua maioria 0s marcadores moleculares
empregados foram dominantes, fato que pode limitar a possibilidade dos autores em ampliar
suas discussoes e conclusdes. Apesar das limitacGes inerentes a essa classe de marcadores, 0s
marcadores dominantes possibilitam uma caracterizacdo rédpida e de baixo custo,
especialmente atil para espécies ainda pouco estudadas e com interesse comercial pouco
explorado.

Embora relevante para as atividades de conservacdo e melhoramento genético ha
uma escassez de estudos genético-populacionais com o uso de técnicas moleculares mais
robustas, a exemplo dos marcadores co-dominantes, tendo em vista que os estudos com esta
classe de marcadores limitaram-se a investigacdo de uma Unica espécie, C. floribundus. Dessa
forma, faz-se necessario a aplicacdo de marcadores tais como 0s SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) que possibilitam o refinamento dos resultados.

Apesar das lacunas existentes sobre o conhecimento genético do género Croton, o
panorama atual desses estudos em diferentes aspectos, parece apontar para uma continuidade
do cenario apresentado, uma vez que ndo foram observados projetos dessa natureza em buscas

realizadas na plataforma Lattes, mantida pelo CNPQ, Brasil.
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RESUMO. Foi estimada a diversidade e estrutura genética em 61 individuos de C.
linearifolius coletados na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA) no municipio de
Contendas do Sincor4 - Bahia, a partir da analise do perfil de amplificagdo de nove
combinagdes de pares de primers RGA (Resistance Gene Analogs) e oito primers ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) selecionados previamente. Foram geradas um total de 134 marcas
(81,3% polimorficas), com médias de 7,6 e 8,1 marcas obtidas com os primers RGA e ISSR,
respectivamente. A analise Bayesiana indicou como mais provavel a estruturacdo em dois
pools génicos (escore de Delta K=1400) e possivel sub-estruturacdo de trés ou quatro pools
génicos (escores de Delta K~400 e K~200, respectivamente). Com base na analise molecular
de variancia (AMOVA) foi possivel verificar que 64% (p rand<0,01) da variacdo ocorre
dentro das regides, e uma quantidade significativa (36%) (p rand<0,01) foi atribuida a
diferencgas entre as regifes, 0 que indica estruturacdo genética entre elas. Esses resultados
foram corroborados com a Analise de coordenadas principais (PCoA), indicando associacdo
com a distribuicdo geogréafica das regides de coleta. Os provaveis mecanismos de polinizacao
por insetos e dispersdo primaria autocdrica com dispersdao secundaria por formigas,
justificariam, ao menos em parte, a estruturacdo genética observada para C. linearifolius.

Palavras chave: Caatinga; Croton spp.; Diversidade genética;
Marcadores moleculares; Velame pimenta
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INTRODUCAO

O género Croton L. (Euprobiaceae), com cerca de 1.200 espécies, destaca-se como o
segundo maior da familia Euphorbiaceae, com a maioria das suas espécies dispersas nas
regides tropicais do mundo (Govaerts et al., 2000). O Brasil é considerado um dos principais
centros de diversidade do género Croton, com pelo menos 350 espécies distribuidas nas
diferentes regides do pais (Berry et al., 2005). A maior concentracdo se da nas regifes Sudeste
e Nordeste, com aproximadamente 160 e 120 espécies, respectivamente (Carneiro-Torres
2009; Cordeiro et al., 2015).

Espécies do género Croton constituem um importante recurso natural na regido
Nordeste do Brasil, sendo utilizadas para diversos fins. Dentre as espécies indicadas
popularmente por possuirem atividade bioldgica, algumas possuem ensaios que comprovam
seu potencial medicinal [C. regelianus (Antitumoral) (Bezerra et al., 2009); C. zehntneri
(Antimaléarica) (Mota et al., 2012); C. campestris (Antiulcerogénico gastrico) (Junior et al.,
2014); C. pulegioides (Antimicrobiana) (Arrais et al., 2014); C. cordiifolius (Antinociceptivo)
(Nogueira et al., 2015)], elou inseticida [C. argyrophylloides, C. nepetaefolius, C.
sonderianus e C. zehntneri (Lima et al., 2006); C. tetradenius (Carvalho et al., 2015); C.
argyrophyllus (Cruz et al., 2015)].

Neste contexto, destaca-se Croton linearifolius, conhecida popularmente como
“velame pimenta”, a espécie apresenta potencial inseticida comprovado contra o Aedes
aegypti (Silva et al., 2014) e Cochliomyia macellaria (Silva et al., 2010), o que corrobora o
uso tradicional indicado na regido semiarida do Brasil (Silva et al., 2010, 2014). Apresenta
ainda composi¢do quimica diversa, sendo rica em alcaloides, esteroides e flavonoides, dentre
outros compostos potencialmente promissores (Silva et al., 2010). C. linearifolius é endémica
do Brasil, com registros de ocorréncia nos estados de Minas gerais, Piaui, Tocantins e maior
representatividade na Bahia (Cordeiro et al., 2015).

A espécie C. linearifolius (Figura 1) possui habito arbustivo e pode medir até 2
metros de altura. S&0 monoicas, com folhas lanceoladas e discolores, inflorescéncias racemos
bissexuados, os frutos sdo deiscentes e apresentam-se como capsulas tricocas, as sementes
medem cerca de 4,0 mm de comprimento e 2,5 mm de largura, com coloracdo castanha (Lima
e Pirani, 2008).

A exploracdo de espécies nativas pela populacdo € baseada geralmente no
extrativismo exploratério, 0 que pode acarretar na reducdo da biodiversidade (Valle et al.,
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2013). Entre os diferentes componentes da biodiversidade, a diversidade genética é a base
para o potencial evolutivo de uma espécie e determina suas chances de sobrevivéncia,
reproducédo e adaptacéo as possiveis mudancas ambientais (Fleishman et al., 2001). Portanto,
0 conhecimento da diversidade e da estrutura genética de espécies que apresentam potencial
enquanto recurso natural é uma prerrogativa para elaboracdo de estratégias de manejo
sustentavel e de conservacdo dos recursos genéticos. Neste contexto, 0s marcadores genético-
moleculares consistem em uma importante ferramenta para realizacdo de estudos
populacionais e tém sido empregados no estudo de uma ampla gama de organismos.

Os marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) sdo exemplos de marcadores que ndo requerem informacdes prévias sobre o genoma
das espécies a serem avaliadas e possibilitam uma caracterizacdo rapida e de baixo custo,
especialmente Util para espécies ainda pouco estudadas e com interesse comercial ainda pouco
explorado.

Em detrimento da importancia ecoldgica e do potencial econdmico para as espécies
de Croton, estudos genéticos populacionais se encontram escassos e limitados a poucas
espécies (aproximadamente 1%), o que prejudica o desenvolvimento de estratégias de manejo
e conservacdo, que possam auxiliar na conservacao e no uso sustentavel dessa biodiversidade.
Para C. linearifolius os estudos genético-moleculares limitam-se aos trabalhos de Scaldaferri
(2013), Scaldaferri et al. (2013, 2014) e Rocha (2015), com a utilizagédo de marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).

O objetivo geral dessa pesquisa foi caracterizar a diversidade e estrutura genética de
populacbes naturais de C. linearifolius, presentes na Floresta Nacional Contendas do Sincora
(FLONA), no municipio de Contendas do Sincora-Bahia, Brasil, por meio da aplica¢do dos

marcadores moleculares RGA e ISSR.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo da &rea e material bioldgico

O estudo foi conduzido a partir de amostras de DNA previamente extraidas de 61
individuos de Croton linearifolius, coletados em trés regides, aqui entendidas como unidades
populacionais presentes na Floresta Nacional Contendas do Sincord (FLONA), no municipio
de Contendas do Sincora, Bahia, Brasil (Tabela 1) (Rocha, 2015). Essas amostras foram

depositadas no banco de DNA gendmico do Laboratério de Genética Molecular Aplicada
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(LGMA), na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus ltapetinga —
Bahia.

A integridade das amostras de DNA foi reavaliada em gel de agarose 1% (m/v),
mediante eletroforese (2 horas em corrente elétrica 90 V) e visualizadas a partir dos corantes
loading (azul de bromofenol e xileno cianol) e GelRed (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)
(conforme especificacbes do fabricante), em sistema de fotodocumentacdo Kodak, com
incidéncia de iluminacdo ultravioleta (UV). Para estimar a concentracdo de DNA (ng/uL) foi
adotado como padrdo o marcador de peso molecular Lambda (DNA Lambda nao digerido)

(Invitrogen) (conforme especificacGes do fabricante).

Genotipagem Molecular

Pré-selecdo de primers foi realizada a partir de testes de amplificacdo em oito
individuos de C. linearifolius com o uso de 24 combinacGes de pares de primers RGA (a
partir de 23 primers previamente publicados) (Tabela 2) e em cinco individuos com 23
primers ISSR (Tabela 3). Com o objetivo de potencializar a seguranca da genotipagem foram
selecionados 10 primers ISSR e 10 combinagcfes de pares RGA, que além de gerarem
produtos de facil visualizagdo também foram polimérficos.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas com um volume final de 16 puL, contendo
12 ng de DNA, 1,7 pL de tampao de PCR 10X (LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil), 1,0
uL de MgCl, 50mM (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), 1 uL de dNTP mix 2,5mM
(LGC biotecnologia), 1 unidade de Taq DNA polimerase (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo,
Brasil), agua Milli-Q e 1 pL de primer.

Nas reacdes de amplificacdo foram adotados os seguintes programas de
amplificagéo: para os iniciadores RGAs; 5 minutos a 95°C; seguido de 34 ciclos (30 segundos
a 95°C, 1 minuto a 37°C, 1 minuto e 20 segundos a 72°C); e 10 minutos a 72°C. Para 0s
iniciadores ISSR: 95 °C por 5 minutos; seguido de 34 ciclos (94 °C por 50 segundos, 48°C
por 50 segundos, 72°C por 1 minuto); e 5 minutos a 72°C. Todas as amplificacdes foram
realizadas no LGMA da UESB.

Aliquotas (5 pL) dos produtos de amplificagdo foram visualizados a partir de corrida
eletroforética, em gel de agarose a 2% (m/v) e solucdo de corrida TBE 1x, por
aproximadamente 2 horas a 110V. A visualiza¢do do resultado da corrida eletroforética foi

realizada com fotodocumentador Kodak, sob incidéncia de luz ultravioleta.
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Analises dos dados moleculares e estimativa da diversidade genética

Apos analise das imagens dos géis, por dois avaliadores, os padrGes de bandas
obtidos foram considerados para construcdo de uma tabela de dados binarios, onde zero (0)
foi atribuido para a auséncia de bandas e um (1) para presenca. Com base nessa tabela, foi
calculado o percentual de polimorfismo. Antes das estimativas de diversidade e estrutura, foi
realizada uma triagem dos dados, com intuito de manter apenas 0s marcadores que
apresentassem um percentual menor ou igual a 20% de dados faltantes (i.e., dados cuja
identificacdo de presenca ou auséncia de bandas ndo pode ser determinada com certeza).

A anélise Bayesiana foi realizada com uso do programa STRUCTURE (Pritchard et
al., 2000) e a estimativa do numero de pools génicos que melhor representam a distribuicéo da
diversidade foi realizada com uso da ferramenta on line STRUCTURE Harvester (Earl e
vonHoldt, 2012). Entre os principais parametros adotados nas analises Bayesianas, destacam-
se: uso do modelo admixture (que admite fluxo genético entre as amostras), realizacdo de 20
corridas para cada um dos possiveis pool génicos ‘K’ testados (k1 a k10), e adocdo de
100,000 e 1.000,000 de corridas, para os periodos de pré-analise (burnining) e
desenvolvimento da MCMC (cadeia de Markov), respectivamente. O programa CLUMPP
1.1.2 (Jakobsson e Rosenberg, 2007) foi utilizado para alinhar os valores de q (representativos
do percentual de adesdo de um individuo a um determinado pool génico) obtidos nas analises
do STRUCTURE. Os dados obtidos com o programa CLUMPP foram utilizados para
construcdo de histogramas com auxilio do programa DISTRUCT v.1.1 (Rosenberg, 2004). Os
valores de g também foram utilizados como critério para classificacdo dos individuos nos
pools génicos, sendo considerado como mistura (i.e., individuo de pool génico indefinido) os
individuos com valores de q < 0,60 para um dos pool génicos estimados.

Estimativa de similaridade genética foi realizada com base no coeficiente de Jaccard,
com auxilio do programa GENES (Cruz, 2006). O agrupamento dos genétipos foi realizado
pelo método Neighbor Joining, por meio do programa DARwin (Perrier, 2009). Anélise de
coordenadas principais (PCoA) e de Variancia Molecular (AMOVA), com 999 permutactes
ao acaso foram realizadas com uso do programa GenALEX v.6.5 (Peakall e Smouse, 2012) a

fim de se observar a variacdo genética entre e dentro das regides de coleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO



40

Um total de 134 marcas foram geradas apds as reacfes de amplificacdo em 61
individuos de Croton linearifolius. Apos triagem dos dados, foram mantidos nas anélises nove
e oito primers RGA e ISSR, respectivamente. As combinacdes de primers RGAs selecionadas
produziram um total de 69 marcas (82,6% polimdrficas) com um ndmero médio de 7,6
marcas por par de primers. As combinagdes 18 (RGAGR + RGA 6F) e 19 (RGALR + RGA
4F) geraram 0 menor (trés) e o maior (13) numero de marcas, respectivamente (Tabela 4). As
reacOes de amplificacdo com os primers ISSR produziram um total de 65 marcas (80%
polimorficas), com um ndmero médio de 8,1 marcas por primer. Os primers DiCA3'RG e
TriAAC3'RC produziram o menor (seis) e maior (10) nimero de marcas, respectivamente
(Tabela 5).

Embora inexistam estudos com marcadores RGA para o género Croton, resultados
semelhantes ao polimorfismo observado com tais marcadores para C. linearifolius foram
observados em diferentes espécies vegetais, a exemplo de maracujazeiros (94%) (Paula et al.,
2010); cana de acucar (86,5%) (Jayashree et al., 2010) e arroz (96%) (Juansheng et al., 2013).
Esses resultados atestam o potencial dos marcadores RGA em acessar polimorfismo genético.
Por sua vez, os resultados de polimorfismo obtidos com a utilizacdo de primers ISSR em C.
linearifolius foram similares aos resultados apresentados para outras espécies do género
Croton, a exemplo de C. sublyratus, C. blanchetianus, C. pedicellatus (97%) (Lira-Neto,
2011) e C. heliotropiifolius (94%) (Rocha et al., 2016).

Considerando a analise Bayesiana (baseado nos valores de Delta K) observou-se a
estruturacdo principal em dois pools génicos (escore de Delta K=1400) e possivel sub-
estruturacdo de trés ou quatro pools génicos (escores de Delta K~400 e K-~200,
respectivamente), como as composi¢cdes mais provaveis para os 61 individuos de C.
linearifolius (Figura 2). O histograma que ilustra o nivel de estruturacdo em dois pools
génicos (Figura 3A) revela uma predominancia do pool génico representado pela cor azul, nas
regides 1 (q = 0,78) e 2 (pontos 2,3,4 e 5) (média de q = 0,73), enquanto que na regido 3
(pontos 6, 7, 8, 9 e 10) ha uma predominancia do pool génico representado pela cor verde
(média de g = 0,89). Considerando uma sub-estruturacdo em trés pools génicos (Figura 3B),
embora ndo se observe alteracGes significativas na composic¢do das regides 1 (q = 0,82) e 3
(meédia de g = 0,89), é nitida a alteracdo na composicdo da regido 2 que passa a apresentar a
presenca predominante de um pool génico distinto representado pela cor vermelha (média de
q=0,62).

A estrutura observada com a analise Bayesiana foi corroborada pelos resultados

obtidos a partir da analise molecular de variancia (AMOVA), onde foi possivel verificar que
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64% (p rand < 0,01) da variagdo ocorre dentro das regides, e uma quantidade significativa
(36%) (p rand < 0,01) foi atribuida a diferencas entre as regifes, o que indica estruturacéo
genética entre elas. A decomposicdo da AMOVA apresentada na matriz de avaliacdo par a par
entre as regides (Tabela 6), indica maior distancia genética entre as regides 1 e 3 (45,8%) e
menor entre as regides 2 e 3 (29,7%). Resultado similar foi encontrado para a espécie C.
antisyphiliticus que de acordo com Oliveira (2016) apresentou aproximadamente 40% de
variacdo entre as localidades estudadas.

A estrutura genética entre as populacdes de plantas é influenciada, entre outros
fatores, pelos efeitos ocasionados pela dispersdo de polen e sementes, que estdo diretamente
relacionados com a conectividade entre as populagdes, determinando as taxas de fluxo génico
(Zanella et al., 2012). Os polinizadores e agentes dispersores de sementes que apresentem
efetiva dispersdo a longas distancias diminuem a probabilidade de ocorrer diferenciacédo entre
as populagdes, enquanto a dispersdo em distancias restritas tem efeito contréario, promovendo
a estruturacdo genética populacional (Loveless e Hamrick, 1984).

Embora inexista registros na literatura de estudos acerca da biologia reprodutiva de
C. linearifolius, trabalhos realizados com espécies do mesmo género mostram que ha
predominancia de polinizagdo pelo vento e/ou por diferentes insetos [C. suberosus
(Dominguez e Bullock, 1989), C. floribundus e C. priscus (Passos, 1995), C. sarcopetalus
(Freitas et al., 2001), C. urucurana (Pires et al., 2004)]. Considerando que as espécies
polinizadas por insetos tendem a ter menores taxas de fluxo génico e por consequéncia maior
diferenciacdo genética, ja que as distancias percorridas sdo relativamente pequenas (Loveless
e Hamrick, 1984) é esperado que para o género Croton ocorra estruturacao entre populagdes.

A dispersdo priméria autocorica pela deiscéncia dos frutos e dispersdo secundaria
zoocérica devido a associacbes com varias espécies de formigas, € uma estratégia comum
entre as espécies do género Croton. A presenca do elaiossomo € um atrativo para as formigas
que atuam como dispersores secundarios, diminuindo assim a predagdo e a competicdo entre
as plantulas (Webster, 1994; Passos e Ferreira, 1996; Leal et al., 2007; Lobo et al., 2011). As
espécies autocoricas tendem a apresentar uma dispersdo de sementes limitada espacialmente,
em distdncias maximas que podem variar de 3,4 (Passos e Ferreira, 1996) até 8,0 metros
(Narbona et al., 2005). Além disso, as formigas podem percorrer até 2,5 metros de distancia
(Passos e Ferreira, 1996), o que também pode resultar em uma maior diferenciacdo genética
entre populagdes.

Portanto, as estratégias de polinizacdo e dispersdo observadas para o género e

provaveis para C. linearifolius, podem estar relacionadas ao baixo fluxo génico inferido entre
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as regides 1 e 3, tendo por base os resultados do STRUCUTRE e da AMOVA, bem como a
menor estrutura entre essas € a regido 2, que se localiza em regido intermediaria. Estruturacdo
semelhante, com existéncia de trés pool génicos e presenca de maior diferenciacdo entre
pontos extremos de coleta, foi observada por Rocha et al. (2016) para C. helitropiifolius a
partir de estimativas realizadas com marcadores ISSR e RAPD.

Além dos fatores acima mencionados C. linearifolius é uma espécie mondica,
caracterizada por apresentar inflorescéncias com flores estaminadas (masculinas) na parte
terminal e pistiladas (femininas) na parte inferior (Lima e Pirani, 2008). Esta disposicdo das
flores masculinas e femininas em uma inflorescéncia pode facilitar a ocorréncia de
autofecundacdo, fato que ja foi demonstrado nas espécies C. floribundus e C. priscus (Passos,
1995); C. suberosus (Dominguez e Bullock, 1989) e C. sarcopetalus (Freitas et al., 2001) que
apresentam flores de morfologia similar a C. linearifolius o que contribui para o aumento da
endogamia.

Os resultados obtidos por meio da analise PCoA (Figura 4) corroboram a hipétese de
sub-estruturacdo em trés pools génicos obtidos pela analise Bayesiana (Figura 3B), havendo
uma correspondéncia com a distribuicdo geografica das trés regides de coleta. Na figura 4B é
apresentado o0s agrupamentos dos individuos delimitados por retangulos de cores
correspondentes aquelas utilizadas para representar os pools génicos no histograma. Diversos
individuos coletados na regido 2 apresentaram valores elevados para o pool génico
caracteristico dessa regido, representado pela cor vermelha no histograma (q < 0,60) (Figura
3B e material suplementar 2). Esses resultados estdo de acordo com as regides de coleta e
corroboram com a disperséo dos individuos dessa regido no grafico do PCoA (Figura 4B).

Com base no gréfico de coordenadas principais (Figura 4B) é possivel observar a
ocorréncia de individuos caracteristicos da regido 2 para o pool génico caracteristico dos
individuos da regido 3 (material suplementar 2), fato que foi corroborado pela analise
molecular de variancia apresentada na matriz de avaliacdo par a par entre as regides (Tabela
6), no qual foi indicado estruturacdo genética entre os individuos das regides 2 e 3
(aproximadamente 30%). O resultado observado pode ser reflexo da conectividade entre as
regides tendo como intermédio a regido 2, devido a sua localizacdo geografica entre os pontos
le3.

A despeito da complementariedade observada entre os resultados das analises
Bayesianas, de coordenadas principais e da AMOVA, ndo houve correspondéncia com a
projecdo dos dados de distancia (tanto pelo método de agrupamento Neighbor Joining quanto

pelo UPGMA) estimadas pelo coeficiente de Jaccard (dados ndo apresentados). Considerando
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que a escolha dos coeficientes e dos métodos de agrupamento podem influenciar diretamente
nos resultados das projecdes (tanto em gréaficos de dispersdo, quanto em dendogramas)
(Scaldaferri et al., 2014; Cerqueira-Silva et al., 2009) é provavel que essa auséncia de
associacdo esteja associada a influéncia do metodo estatistico intrinseco aos procedimentos de

estimativa de distancia e/ou ao método de agrupamento.

CONCLUSAO

Os marcadores RGA e ISSR foram eficientes em acessar marcas polimorficas nos
individuos de Croton linearifolius. As populacfes de C. linearifolius estdo estruturadas em
pelo menos dois pools génicos e sub-estruturadas em trés e quatro pools génicos, havendo
correspondéncia entre a estruturacdo genética e a distribuicdo geografica dos individuos. Os
provaveis mecanismos de polinizacdo por insetos e dispersdo primaria autocorica com
dispersdo secundaria por formigas, justificariam a estruturacdo genética observada para C.
linearifolius, uma vez que essas estratégias ndo seriam suficientes para promover o fluxo
genético entre as regides de coleta. Os resultados obtidos contribuem com o conhecimento
genético-molecular de C. linearifolius, o que pode auxiliar nas estratégias aplicadas ao
manejo e conservacgdo da espécie.
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Tabela 1. Coordenadas geogréficas e nimero de individuos de C. linearifolius amostrados por
regides e pontos de coleta na Floresta Nacional Contendas do Sincora, Bahia.

Regides de Pontos de . . Numero de
coleta coleta LEmgs (£ LBmQIIEE (B individuos
Regido 1 1 -13.922 -41.117 13
1 -13.943 -41.113 5
) 2 -13.942 -41.112 5
Regido 2
3 -13.942 -41.112 5
4 -13.941 -41.112 4
1 -13.970 -41.119 3
2 -13.970 -41.119 5
Regido 3 3 -13.970 -41.119 5
4 -13.969 -41.119 5
5 -13.970 -41.119 11

Total 61
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Tabela 2. Descricdo das 24 combinacGes de pares de primers RGA obtidas a partir de 23
primers e utilizados em testes de amplificagdo em C. linearifolius.

Combinacéo Cédigo Sequéncia Referéncia
1 S1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
AS1 CAACGC TAG TGG CAATCC
5 S1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
AS?2 IAAIGCIAG IGG IAAICC
3 S1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG Leister et al. 1996
AS3 IAG IGC IAG IGG IAG ICC B
4 AS1 CAACGCTAG TGG CAATCC
AS?2 IAAIGCIAG IGG IAAICC
5 AS1 CAA CGC TAG TGG CAATCC
AS3 IAG IGC IAG IGG IAG ICC
6 NBSF1 GGA ATG GGI GGI GIF GGl AAR AC Yu et al., 1996
AS1 CAA CGCTAG TGG CAATCC Leister et al.,1996
7 NBSF1 GGA ATG GGI GGI GIF GGl AAR AC Yu et al., 1996
AS2 IAAIGC IAG IGG IAA ICC Leister et al.,1996
8 NBSF1 GGA ATG GGI GGI GIF GGl AAR AC Yu et al., 1996
AS3 IAG IGC IAG IGG IAG ICC Leister et al.,1996
9 S1 GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG Leister et al., 1996
NBSR1 YCT ACT TGT RAY DAT DAY YYT RC Yuetal., 1996
10 RGALF AGT TTATAATTY EATTGCT Kanazin et al., 1996
RGAS8R AGC CACTTT TGACAACTGC Kanazin et al., 1996
1 NBSF1 GGA ATG GGI GGI GIF GGI AAR AC Yuetal., 1996
NBSR1 YCT ACT TGT RAY DAT DAY YYT RC Yuetal., 1996
12 RGAS8F AGC GAC GAG AGT TGT ATTTAAG
RGAS8R AGC CACTTT TGACAACTGC
RGAI1R ACT ACG ATT CAAGAC GTCCT
e RGA1F AGT TTATAATTY EATTGC T
14 RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
RGA1F AGT TTATAATTY EATTGCT
15 RGA7R CCG AAG CAT AAG TTG GTG
RGA1F AGT TTATAATTY EATTGC T
RGA4R TAC ATCATGTGTTACCTCT
16 RGA4F TGTTACTGCTTT GTT TGG TA
RGA5SR TCAATCATT TCT TTG CAC AA
17 RGASF TGC TAG AAA AGT CTATGA AG
RGAG6R AACTACATTTCTTGCAAGT Kanazin et al., 1996
18 RGA 6F AGC CAA AGCCATCTACAGT
19 RGAI1R ACT ACG ATT CAAGAC GTCCT
RGA 4F TGT TACTGCTTT GTTTGG TA
20 RGA4R TACATCATGTGTTACCTCT
RGA 1F AGT TTATAATTY EATTGCT
1 RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
RGA 4F TGT TACTGCTTT GTT TGG TA
99 RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
RGA 5F TGC TAG AAA AGT CTATGA AG
93 RGA2R CAC ACG GTT TAA AAT TCT CA
RGA 6F AGC CAA AGC CATCTACAGT
24 RGAG6R AACTACATTTCTTGCAAGT
RGA 5F TGC TAG AAA AGT CTATGA AG

I= A/T/IGIC; D= AIGIT; E=C/G; R= AIG; Y=CIT



Tabela 3. Descri¢do dos 23 primers ISSR testados em C. linearifolius.

Cédigo Sequéncia
DICA3 G 5-CAC ACACACACACACAG-3
DiCA3'RG 5-CAC ACACACACACACARG-3
DICA3YG 5- CAC ACA CAC ACA CAC AYG-3°
DIGA3'C 5- GAG AGA GAG AGA GAG AC-3°
DiGA3" RC 5- GAG AGA GAG AGA GAG ARC- 3
DIGA3'T 5- GAG AGA GAG AGA GAG AT-3°
TriCAC3'RC 5- CAC CAC CAC CAC CACRC-3°
TriCAC3YC 5-CAC CAC CAC CAC CAC YC-3°
TriCAC5'CY 5-CAC CAC CAC CAC CACCY-3
TriCAG3'RC 5- CAC CAC CAC CAC CACRC-3°
TriGTG3YC 5-GTG GTG GTG GTG GTG YC-3°
TriTGT3YC 5-TGT TGT TGT TGT TGT YC-3
TrAAC3'RC 5- AAC AAC AAC AAC AAC RC-3°
TriAAG3 RC 5-AAG AAG AAG AAG AAG RC3’
TriACG3'RC 5- ACG ACG ACG ACG ACG RC-3°
TriIAGA3'RC 5-AGA AGA AGA AGA AGA RC-3°
TriTGG3'RC 5-TGG TGG TGG TGG TGG RC-3°
TriCGA3'RC 5- CGA CGA CGA CGA CGA RC-3°
TriCGC3'RC 5- CGC CGC CGC CGC CGC RC-3°
TriGAC3'RC 5°- GAC GAC GAC GAC GACRC-3°
TriGCA3'RC 5- GCA GCA GCA GCA GCARC-3°
TriGCC3'RC 5°- GCC GCC GCC GCC GCCRC-3°
TriGGA3'RC 5- GGA GGA GGA GGA GGA RC-3

I= AITIGIC; D= AIGIT; E=CIG; R= A/G; Y=CIT



Tabela 4. Polimorfismo obtido a partir de 9 combinagdes de pares de
primers RGA na caracterizagdo dos 61 individuos de C. linearifolius.

51

N° de bandas

Polimorfismo

Combinacao Codigo Total Polimoérficas (%)
2 S1+AS1 9 5 55.5

3 S1+AS3 5 2 40

6 NBSF1+AS1 6 1 16.6
14 RGA2R+ RGA1F 9 9 100
15 RGA7R+ RGA1F 4 4 100
17 RGA5R+ RGASF 12 12 100
18 RGA6R+ RGAGF 3 3 100
19 RGA1R+ RGA4F 13 13 100
24 RGAG6R+ RGAS5F 8 8 100
Total 69 57 83%

Tabela 5. Polimorfismo obtido a partir de 8 primers ISSR na

caracterizacdo dos 61 individuos de C. linearifolius.

Caddigo do N° de bandas Polimorfismo
iniciador Total Polimérficas (%)
DICA3'RG 6 4 66.6
DIiGA3  RC 9 7 7.7
TriCAC3'RC 9 9 100
TriCAC3'YC 7 4 o7.1
TriGTG3YC 8 5 25
TriTGT3YC 9 9 100
TriAAC3'RC 10 8 80
TriACG3'RC 7 6 85.7
Total 65 52 80%

Tabela 6. Matriz representativa dos valores de ® (diagonal
inferior) e probabilidade de ocorréncia (diagonal superior)
estimado a partir da Andlise Molecular de Variancia entre as
diferentes regides de coleta de C. linearifolius.

Regiéo 1 Regiéo 2 Regido 3
Regido 1 0.001 0.001
Regido 2 0.335 0.001
Regido 3 0.458 0.297




Material suplementar 1: Valores de q (representativos da
adesdo de um individuo a um determinado pool génico)
referente a classificagdo dos individuos de C.
linearifolius considerando a existéncia de 2 pools
génicos.

Regido  Ponto de

Individuos de coleta coleta %q

Pool 1 Pool 2
6 1 1 0.0055 0.9945
11 1 1 0.0106 0.9894
12 1 1 0.0258 0.9743
7 1 1 0.0734 0.9266
8 1 1 0.1612 0.8389
1 1 1 0.1623 0.8377
9 1 1 0.2168 0.7833
13 1 1 0.261 0.739
3 1 1 0.3004 0.6996
2 1 1 0.3081 0.6919
4 1 1 0.3417 0.6584
5 1 1 0.4119 0.5881
10 1 1 0.4699 0.5301
14 2 1 0.003 0.997
30 2 4 0.003 0.997
23 2 2 0.004 0.996
31 2 4 0.004 0.996
25 2 3 0.0053 0.9947
29 2 4 0.0066 0.9934
17 2 1 0.0068 0.9932
32 2 4 0.014 0.986
18 2 1 0.0482 0.9518
24 2 3 0.1222 0.8778
21 2 2 0.1758 0.8242
28 2 3 0.2404 0.7596
26 2 3 0.3373 0.6627
22 2 2 0.4977 0.5024
20 2 2 0.5569 0.4431
27 2 3 0.659 0.3409
19 2 2 0.7195 0.2805
15 2 1 0.8541 0.1459
16 2 1 0.9925 0.0075
33 3 1 0.9963 0.0037
38 3 2 0.0813 0.9187
44 3 3 0.579 0.4209
53 3 5 0.6041 0.3959
42 3 3 0.6715 0.3284
43 3 3 0.7452 0.2547
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39
49
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61
45
34
58
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0.8273
0.9127
0.9535
0.9556
0.9574
0.958
0.9595
0.9607
0.9703
0.9841
0.987
0.9874
0.991
0.993
0.993
0.995
0.995
0.9955
0.996
0.996
0.996
0.9967
0.997

0.1727
0.0873
0.0465
0.0445
0.0426
0.042
0.0405
0.0394
0.0297
0.016
0.013
0.0126
0.009
0.007
0.007
0.005
0.005
0.0045
0.004
0.004
0.004
0.0033
0.003

* Pool 1= equivale a cor azul do histograma apresentado

Pool 2= equivale a cor verde do histograma apresentado
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Material suplementar 2: Valores de g (representativos da
adesdo de um individuo a um determinado pool génico)
referente a classificacdo dos individuos de C. linearifolius
considerando a existéncia de 3 pools génicos.

Regiéo Ponto de

Individuos de coleta coleta %q

Pool 1 Pool 2 Pool 3
8 1 1 0.9962 0.0018 0.002
7 1 1 0.996 0.002 0.002
4 1 1 0.9957 0.0013 0.003
9 1 1 0.995 0.002 0.003
3 1 1 0.993 0.002 0.005
2 1 1 0.992 0.0023  0.0057
5 1 1 0.9904 0.0015 0.008
1 1 1 0.9733 0.0207 0.006
10 1 1 0.7599 0.003 0.2371
6 1 1 0.5601 0.4376  0.0023
11 1 1 0.5468 0.4492 0.004
12 1 1 0.5101 0.4829 0.007
13 1 1 0.4605 0.3558 0.1837
14 2 1 0.002 0.9963  0.0017
23 2 2 0.002 0.996 0.002
31 2 4 0.002 0.996 0.002
17 2 1 0.003 0.994 0.003
30 2 4 0.0069 0.9911 0.002
32 2 4 0.003 0.99 0.007
29 2 4 0.1079 0.8813  0.0108
18 2 1 0.1304 0.7652  0.1045
25 2 3 0.2773 0.7197 0.003
21 2 2 0.0072 0.6729  0.3198
24 2 3 0.209 0.5634  0.2276
28 2 3 0.2265 0.4697  0.3038
22 2 2 0.0064 04312  0.5624
26 2 3 0.2561 0.3637 0.3802
19 2 2 0.005 0.2203  0.7747
27 2 3 0.0966 0.1766  0.7268
20 2 2 0.2406 0.1659  0.5935
15 2 1 0.066 0.0408  0.8932
16 2 1 0.0296 0.003 0.9674
33 3 1 0.0031 0.0014  0.9955
56 3 5 0.003 0.001 0.996
35 3 1 0.002 0.0024  0.9956
55 3 5 0.0029 0.002 0.9951
48 3 4 0.003 0.002 0.995
59 3 5 0.003 0.002 0.995
60 3 5 0.004 0.001 0.995
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46
54
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40
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61
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43
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42
41
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44
38

W W W W W W W W W WwWwwwwwwwowowwww

N W o1 W W o W N 0w b M aeFE DN OO DO O BDND

0.0039
0.004
0.006

0.0049
0.008

0.0072
0.003
0.011
0.002

0.0217

0.0208

0.0423

0.0568

0.0847

0.0843

0.0378

0.1648

0.0106

0.3198

0.1058

0.0046
0.165

0.002
0.002
0.003
0.0059
0.003
0.008
0.0124
0.006
0.0292
0.0144
0.0156
0.008
0.0112
0.0044
0.0073
0.1281
0.002
0.2387
0.0107
0.2274
0.3475
0.692

0.9941
0.994
0.991

0.9891
0.989

0.9848

0.9846
0.983

0.9688

0.9639

0.9636

0.9497
0.932
0.911

0.9084

0.8341

0.8332

0.7507

0.6695

0.6668

0.6479

0.1429

Pool 1= equivale a cor azul do histograma apresentado

Pool 2= equivale a cor vermelha do histograma apresentado

Pool 3= equivale a cor verde do histograma apresentado
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Figura 1. Aspecto geral da espécie Croton linearifolius (A) flor masculina e fruto (B)
semente (C). Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 2. Numero mais provavel de pools génicos (K) estimado a partir
de 61 inidividuos de Croton linearifolius e obtido de acordo com o
método descrito por Evanno et al. (2006).
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Figura 3. Histogramas (baseado nos valores de Delta K) representando a distribuicdo dos provaveis
pools génicos nas trés regides (R) (canto superior e inferior esquerdo) e pontos de coleta (P)(canto
superior e inferior direito), com a estruturagdo principal em dois pools génicos (escore de Delta
K=1400) (A) e sub-estruturacdo em trés pools génicos (escores de Delta K~400) (B). As cores
utilizadas nos histogramas representam a ascendéncia mais provavel do grupo a partir dos quais 0s
individuos foram derivados.
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Figura 4. Gréfico de dispersdo baseado na andlise de coordenadas principais (PCoA), representado
por regides de coleta (A) e por 61 individuos de Croton linearifolius (B). As cores das linhas
tracejadas correspondem aquelas utilizadas para representar os pools génicos predominantes nos
histogramas obtidos no STRUCTURE (Figura 3).
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¢ Regido 1 (nimerosde 1a13)

® Regido 2 (nimeros de 14 a0 33)

® Regido 3 (nimerosde 34a61)

Material suplementar 3. Agrupamento Neighbor Joining realizado com a utilizacdo do
coeficiente de Jaccard. As cores indicam a regido de coleta dos individuos de C.
linearifolius (Regido 1 — azul; Regido 2- vermelho e Regi&o 3- verde).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos por meio das buscas realizadas nas bases de dados de
publicacBes cientificas apontaram para escassez de estudos em diversos ambitos do
conhecimento acerca do género Croton, sobretudo as publicacbes com dados genéticos e
moleculares, o que pode prejudicar no desenvolvimento de estratégias que visem a
conservacdo e 0 manejo sustentavel das espécies do género. As informacgdes geradas
contribuem para proposi¢do e conducdo de novos estudos genético-moleculares associados ao
género Croton.

Os marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) utilizados nesse estudo foram eficientes para estimar a diversidade e estrutura
genética de Croton linearifolius. As populacdes de C. linearifolius estdo estruturadas em pelo
menos dois pools génicos e sub-estruturadas em trés e quatro pools génicos. Os provaveis
mecanismos de polinizacdo por insetos e dispersdo primaria autocorica com dispersao
secundaria por formigas, justificariam a estruturacdo genética observada, ja que essas
estratégias ndo seriam suficientes para promover o fluxo genético entre as regides de coleta.

Os resultados obtidos contribuem com o conhecimento genético-molecular de C.
linearifolius, o que pode auxiliar nas estratégias aplicadas ao manejo e conservacdo da
espécie. As analises da distribuicdo da variabilidade genética fornecem informacdes préaticas
para o estabelecimento de estratégias de conservacao, indicando que a amostragem de plantas
para a realizacdo de estudos e para coleta de sementes de C. linearifolius deve ocorrer em
mais de uma unidade populacional na Floresta Nacional Contendas do Sincora, no municipio
de Contendas do Sincora-Ba. Como perspectivas, propde-se para estudos posteriores o uso de
marcadores co-dominantes, aliado a investigacdo da biologia reprodutiva da espécie, o que
possibilitara o refinamento dos resultados.
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ANEXOS

Apresentacdo das normas da revista escolhida para submissdo do capitulo I: African

Journal of Biotechnology

Introduction

Authors should read the editorial policy and publication ethics before submitting their
manuscripts. Authors should also use the appropriate reporting guidelines in preparing their
manuscripts.

Preparing your manuscript

The type of article should determine the manuscript structure. However, the general structure
for articles should follow the IMRAD structure.

Title

The title phrase should be brief.

List authors’ full names (first-name, middle-name, and last-name).

Affiliations of authors (department and institution).

Emails and phone numbers

Abstract

The abstract should be less than 300 words. Abstract may be presented either

in unstructured or structured format. The keywords should be less than 10.

Abbreviations

Abbreviation should be used only for non standard and very long terms.

The Introduction

The statement of the problem should be stated in the introduction in a clear and concise
manner.

Materials and methods

Materials and methods should be clearly presented to allow the reproduction of the
experiments.

Results and discussion

Results and discussion maybe combined into a single section. Results and discussion may also
be presented separately if necessary.

Disclosure of conflict of interest

Authors should disclose all financial/relevant interest that may have influenced the study.
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Acknowledgments

Acknowledgement of people, funds etc should be brief.

Tables and figures

Tables should be kept to a minimum.

Tables should have a short descriptive title.

The unit of measurement used in a table should be stated.

Tables should be numbered consecutively.

Tables should be organized in Microsoft Word or Excel spreadsheet.
Figures/Graphics should be prepared in GIF, TIFF, JPEG or PowerPoint.
Tables and Figures should be appropriately cited in the manuscript.
References

References should be listed in an alphabetical order at the end of the paper. DOIs, PubMed
IDs and links to referenced articles should be stated wherever available.
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Apresentacdo das normas da revista escolhida para submisséo do capitulo 11: Genetics

and Molecular Research.

Preparation of the manuscript

Order the sections comprising the manuscript as follows: title, running title, author, address,
abstract, key words, introduction, material and methods, results, discussion,
acknowledgments, and references.

Title Page: The title page should include the title of the article, authors’ names (names and
initials (only) thinking in indexing services), and authors’ affiliation. The affiliation should
comprise the department, institution (usually university or company), city, and state (or
nation). The title page should include the name and complete mailing address, telephone
number, fax number, and e-mail address of the author designated to review proofs. A running
title of no more than 60 characters (including spaces) should be provided.

Abstract: An abstract of up to 250 words, single-spaced, is required of research articles and
reports and should be arranged in one paragraph. The following information (without
headings) should be included: purpose, methods, results (please report numerical data (means
+ SE) for significant results), and conclusions. Review articles also require an abstract, which
need not include all of these items. Key words: A list of key words or indexing terms (up to
six) should be included.

Text

Format: Headings should be bold, and first letters capitalized and left-aligned. All text should
be set in Times New Roman font, 12 point, left-aligned, single-spaced. Do not justify the right
margin. Leave only one (1) space after periods. Paragraphs should not be indented; there
should not be any blank lines between them. Use line returns only at the end of paragraphs.
Do not use tabs or spaces to create indents. Use the Symbol font for symbols and special
characters. Do not use equation editors or footnoting utilities. Save equations as images.
Equations should be numbered consecutively with Arabic numerals in parentheses on the
right hand side of the page.

Footnotes: Footnotes should be avoided. When their use is absolutely necessary, footnotes
should be numbered consecutively using Arabic numerals and should be placed at the bottom
of the page to which they refer. Place a line above the footnote, so that it is set off from the
text.

Tables/Charts: Special care should be taken to ensure that all tables are properly formatted.

Scientific symbols used should be in Symbol or Times New Roman. Tables should be on a
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separate page, numbered consecutively (with Arabic numerals) referred to by number in the
text and designed to fit the column or page size of the journal. Use tables with cells to 4
separate columns. Do not use spaces, tabs or vertical lines. Left justify the title above the
table. Indicate each table’s location within the manuscript.

Illustrations: Illustrations/figures (photographs, drawings, diagrams, and charts) should each
be in a single file, numbered in a consecutive series of Arabic numerals in the order in which
they are cited in the text. Illustrations must be submitted as separate files. All illustrations are
to be supplied in JPEG (jpg) format in either color or black and white. Images must be saved
as separate, stand-alone files. The image resolution should be 300 dpi. Do not embed images
within the text file. Indicate each figure’s location within the text. Do not forget to send the
legend in a separate page. The authors should also send, by mail, a printed version of the
figures. Theses hould be at least 10 x 15 cm, up to US letter size, so that figures can be
scanned (in case the figure files are not adequate) to guarantee good quality for publishing
online.

Abbreviations: Try to use abbreviations in the text sparingly. Write out abbreviations in full
before the first time they are used in the text. Use the metric system for all measurements
without periods (cm, mL, s). Define all symbols used in equations and formulas. Do not
abbreviate the word “Figure” or “Table” in titles or text. Acknowledgments: All
acknowledgments (including those for grant and financial support) should be typed in one
paragraph directly preceding the reference section. Authors of manuscripts submitted to GMR
are requested to state the source of all funding that enabled the described research to be
undertaken.

References: References in the text should include the name of the author and the year in
parentheses, e.g. (Searle, 1961) or (King and Wilson, 1975). When a reference with more than
two authors is cited, only the first author is named, e.g. (Comstock et al., 1958). The reference
must be cited in the text in chronological order, e.g. (Ideber, 2001; Uetz, 2002; Ottavai, 2004).
References to “unpublished results” and “submitted papers” should appear in the text in
parentheses following the name(s) of the individual(s). Example: (Pereira KS, Martins PK and
Silva TM, unpublished results). No more than 40 references should be cited in a Full-length

paper, 20 references in a Short Communication and 60 references in a Review article.



