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RESUMO

A caatinga é o Unico bioma exclusivo do territério brasileiro e abriga uma ampla
biodiversidade, incluindo espécies endémicas e raras. Este bioma possui um clima semi-arido,
com espécies adaptadas a altas temperaturas e as condigdes ambientais, restritivas, tipicas do
clima. Dentre as diversas familias de plantas que ocorrem na caatinga, a Euphorbiaceae € uma
das mais abundantes em numero de espécies e possui 0 género Croton como um dos mais
representativos, com cerca de 1300 espécies. As espécies deste género, presentes na caatinga,
apresentam caracteristicas de interesse econdmico, despertando o interesse de se conhecer
constituintes quimicos, aspectos fisioldgicos e sua diversidade genética. Contudo, poucos
estudos genéticos estdo disponiveis e escassas sdo as estimativas de diversidade realizadas
para o género. O objetivo da pesquisa foi conhecer a diversidade genética de Croton
heliotropiifolius e C. linearifolius, coletados na Serra da Torre, no municipio de Itapetinga —
Ba e na Floresta Nacional de Contendas do Sincora, no municipio de Contendas do Sincora -
Ba, respectivamente. Para tanto foram utilizados um total de 20 marcadores random amplified
polymorphic DNA (RAPD) e 23 marcadores inter simple sequence repeat (ISSR) para
reacOes de polimerase em cadeia (PCR). Apos genotipagem dos dados e analises estatisticas
(estimativa de distancia, construcdo de dendrograma e estimativas Bayesianas) foi verificado
para C. heliotropiifolius alto polimorfismo para ambos os marcadores utilizados, sendo
observado estruturacdo genética associada a distribuicdo espacial dos espécimes ao longo da
Serra da Torre. E para C. linearifolius foram selecionados 18 marcadores RAPD e 17 ISSR

para serem utilizados em estudos de diversidade genética.

Palavras-chave: Caatinga, Croton heliotropiifolius, Genética Molecular, Plantas Medicinais



ABSTRACT

The caatinga is the only unique biome of Brazil and hosts a wide biodiversity, including
endemic and rare species. This biome has a semi-arid climate, with species adapted to high
temperatures and environmental conditions, restrictive, typical climate. Among the various
families of plants that occur in the bush, the Euphorbiaceae is one of the most abundant in
number of species and has the Croton gender as one of the most representative, with about
1300 species. The species of this genus present in the caatinga, have traits of economic
interest, arousing the interest of knowing chemical constituents, physiological and genetic
diversity. However, few genetic studies are available and few are the range of estimates for
the genre. The objective of the research was to identify the genetic diversity of Croton
heliotropiifolius and C. linearifolius collected in the sierra tower in the city of Itapetinga - Ba
and Contendas National Forest Sincora in Contendas municipality of Sincora - Ba,
respectively. Therefore, we used a total of 20 random amplified polymorphic dna markers
(RAPD) markers and 23 inter simple sequence repeat (ISSR) for polymerase chain reactions
(pcr). After genotyping data and statistical analysis (estimated distance, construction of
dendrogram and bayesian estimates) was observed for C. heliotropiifolius high polymorphism
for both markers used, being observed genetic structure associated with spatial distribution of
specimens along the sierra tower. And for C. linearifolius were selected 18 and 17 issr

molecular markers for use in genetic diversity studies.

Keywords: Caatinga, Croton heliotropiifolius, Molecular Genetics, Medicinal Plants
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INTRODUCAO

O bioma caatinga é amplamente distribuido no territério brasileiro e o Unico no
territério nacional que ndo € representado em outros paises. Podendo ser encontrada desde a
regido sudeste (norte de Minas Gerais) até o nordeste brasileiro (Ceara e Rio Grande do
Norte), estando presente em ao menos dez estados (Prado, 2003).

Por se tratar de um bioma exclusivo do territorio brasileiro, a caatinga detém espécies
endémicas, além de ser rica em biodiversidade, com espécies adaptadas ao clima
caracteristico desse bioma (Drumond et al., 2004). Contudo, a despeito da sua distribui¢do no
territério brasileiro a caatinga tem passado por variados processos de deterioracdo e uso
insustentavel de sua biodiversidade (Leal et al., 2003), sendo ainda pouco estudada quando
comparada a outros biomas brasileiros.

A vegetacdo da caatinga pode ser caracterizada pela presenca de florestas arboreas e
arbustivas, representadas por arvores e arbustos de pequeno porte que, via de regra, possuli
estreita relacdo com povoados locais. Dentre 0s géneros mais representativos da caatinga, o
género Croton, pertencente a familia Euphorbiaceae merece destaque, pois abriga cerca de
1300 especies, sendo o0 segundo género com maior numero de espécies na familia. Consiste
principalmente de espécies arbustivas, sendo que uma das caracteristicas de interesse
econdmico das espécies deste género, é a presenca de constituintes quimicos que tem
despertado o interesse da industria de farmacos, sendo essas espécies amplamente utilizadas
como fitoterapicos, entre outros usos (Silva et al., 2010; Prado, 2003). As espécies do género
Croton formam um grupo taxonomicamente complexo, com ampla diversidade e reconhecido
uso popular como potencial fonte de recursos fitoterdpico e inseticida (Vunda, 2011).
Entretanto, a despeito do seu potencial uso, ainda s@o escassos estudos que abordem
caracteristicas genéticas. De acordo Porto (2007), a falta de estudos associados ao género
Croton pode ser atribuido, em parte, ao extenso numero de espécies do género.

Dentre as diversas espécies pertencentes ao género Croton, as espécies C.
heliotropiifolius e C. linearifolius (Figura 1A e 1B, respectivamente) demonstram possuir

propriedades quimicas de interesse econdmico. Foram constatadas a presenca de alcaloides e
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polifenois em C. heliotropiifolius (Randau, 2004); e alcaloides, esteroides, flavondis,

flavanonas, taninos, triterpendide e xantonas em C. linearifolius. (Oliveira et al., 2014).

R’ y Y coriindt Vo St gt ~_ ¥

Figura 1A. Partes aéreas de Croton heliotropiifolius. Fonte: Flores da Caatinga (INSA) e Embrapa
Semiarido. Figura 1B. Partes aéreas de Croton linearifolius. Fonte: Soma, Sociedade, Meio Ambiente
e Desenvolvimento.

Embora de reconhecida importancia, o estudo e entendimento das questdes bioldgicas
de grande parte das espécies que compdem 0 bioma caatinga sdo ainda reduzidos (a exemplo
de conhecimentos ecoldgicos, genéticos e taxondmicos). Pesquisas que contribuam para o
entendimento da morfologia, fisiologia e da genética molecular de plantas nativas da caatinga,
sdo recentes e em grande parte representam resultados parciais oriundos de projetos de
pesquisa (Oliveira et al., 2014; Scaldaferri et al, 2013 Costa, 2011). Essa realidade, como
discutido por Giulietti et al. (2004) tende a mudar com 0 avanco das pesquisas e a proposi¢ao
de novos trabalhos, justificados ndo apenas em decorréncia da caréncia de informacfes
cientificas sobre o0 bioma, mas sobretudo por continuar sendo vitima de um extenso processo
de alteracdo e deterioracdo ambiental provocado pelo uso insustentavel dos seus recursos
(Leal et al., 2003).

A diversidade genética dentro desse contexto se faz importante, na medida em que
revela a necessidade de estudos de melhoramento em espécies de interesse econémico, bem
como estratégias de conservacdo (Alvarenga et al., 2010). Nesse sentido, é possivel e provavel
que as informacBes obtidas com o avango das caracterizacGes genéticas desempenhem um
papel essencial na elaboragdo de um plano de manejo que contribua ndo apenas para o uso,
mas principalmente para a conservacao da diversidade.

A utilizacdo de marcadores moleculares potencializa a caracterizacdo de diversidade

genética, bem como auxilia na deteccdo de marcadores funcionais associados a genes de
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interesse, por meio de procedimentos simples e rapidos (Bered et al., 1997). Marcadores do
tipo RAPD (random amplified polymorphic DNA) e ISSR (inter simple sequence repeat)
contribuem efetivamente nos estudos de diversidade genética de inimeras espécies vegetais
de interesse econémico e de conservacao (Guimaraes et al., 2009). Informac@es oriundas de
estudos genéticos moleculares contribuem para estudos populacionais, colaborando para o
desenvolvimento de acGes de manejo e conservacédo da biodiversidade.

Diante do contexto apresentado, em que a caatinga é entendida como um dos biomas
mais vulneraveis do pais a incidéncia da degradacdo ambiental, o entendimento da sua
biodiversidade e a estimativa de variabilidade genética de suas populacfes, mediante
ferramentas classicas e moleculares, devera contribuir para elaboracdo de a¢cdes de manejo e
conservacao. Assim, a pesquisa teve como objetivos caracterizar a diversidade genética em
duas populacGes de Croton spp. (C. heliotropiifolius e C. linearifolius) mediante uso de

marcadores moleculares RAPD e ISSR.
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REFERENCIAL TEORICO

1.1 Caracteristicas do bioma Caatinga

A caatinga € considerada um bioma exclusivo do Brasil e ocupa aproximadamente
12% do territério nacional, compreendendo os estados da Bahia, Sergipe, Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Cear4, Maranh&o, Piaui e Minas Gerais
(Drumond et al., 2004).

Esse bioma apresenta um clima tipico de semi-arido, com temperatura anual
variando de 24° C a 29°C e chuvas concentradas nos meses de janeiro a maio (Drumond,
2004; Leal et al., 2003). E apresenta solos rasos, argilosos e rochosos, bem como, solos
profundos e arenosos, destacando-se: latossolos, nitossolos, argissolos, luvissolos,
chernossolos, cambissolos, planossolos, plintossolos, vertissolos e neossolos (Leal et al.,
2003).

A caatinga apresenta diversos tipos de relevo, sendo estes: depressdo, bacias
sedimentares, planaltos, superficies céarsticas, tabuleiros, varzeas, terracos aluvionares,
dunas continentais (Drumond et al., 2004). As espécies que ocorrem na caatinga,
especialmente as endémicas, sdo extremamente adaptadas as condicdes de estresse natural
caracteristica desse bioma (Giulietti et al., 2004).

Segundo Drumond et al. (2004) a caatinga possui potencial para cultivo de plantas
forrageiras, frutiferas, medicinais, bem como espécies vegetais utilizadas para extracdo
madeireira, além de possuir fauna representativa. Ainda de acordo com o autor, a regiao
Nordeste compreende cerca de 25 milhdes de habitantes e por conta da elevada pratica de
atividade extrativista, bem como as sucessivas temporadas de seca, o solo e a agua da

caatinga vem se deteriorando, ocasionando na perda de biodiversidade.
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A vegetacdo da caatinga é representada basicamente por plantas xerofiticas, ou
seja adaptadas a escassez de agua, com fisionomia e floristica diversificada (Almeida-
Cortez et al., 2007). Foram registradas aproximadamente 932 espécies arbdreas e
arbustivas, das quais 318 sdo endémicas (Guilietti et al. 2004). As familias com maiores
ocorréncias de espécies na caatinga sdo Caesalpinaceae, Mimosaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae e Cactaceae.

Vérias espécies apresentam utilidades para a populacédo local e sdo utilizadas como
importante recurso natural para alimentagdo humana e animal, como planta medicinal e
inseticida. Embora ndo exista comprovacdo cientifica para todos os usos fitoterapicos
indicados e, especialmente, para todas as plantas utilizadas, tem-se a titulo de
exemplificacdo o uso de algumas espécies principalmente para alimentacdo de animais
domeésticos, como o umbu (Spondias tuberosa), utilizado como alimento para caprinos
(Leal et al., 2003), espécies de Croton, como o marmeleiro (C. blanchetianus Baill.) que
tem suas folhas utilizadas na alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos (Albuguerque et
al., 2010), e como fitoterapicos a aroeira (Myracrodruon urundeuva) e imburana de cheiro
(Amburana cearensis) utilizadas na medicina popular e comercializadas nos mercados e
feiras locais (Albuquerque e Andrade, 2002), alem do cassutinga (C. heliotropiifolius)
utilizado como fitoterapico (Oliveira et al., 2014).

Em relacdo a fauna presente na caatinga, os répteis, anfibios e aves se destacam,
apresentando cerca de 97 espécies de répteis e 45 de anfibios, sendo também rico em aves
endémicas, podendo em um ambiente ultrapassar 200 espécies (Leal et al., 2003).

O bioma também apresenta espécies ameacadas de extingdo, como a Pyrrhura
anaca e o Puma concolor (Silva e Gualberto, 2010). Além destas, a espécie
Anodorhynchus glaucus, conhecida como arara-azul-pequena, apesar de ndo ser endémica,
ja se encontra extinta do territorio da caatinga (ICMbio, 2011).

Nas ultimas décadas, muitos pesquisadores tem dedicado atencdo a regides do
bioma caatinga com o intuito de caracterizar a biologia, ecologia e compostos quimicos da
flora (Drumond et al, 2012; Moreira et al, 2006 Giulietti et al., 2004), bem como estudar a
diversidade genética de espécies (Scaldaferri, 2013; Lira-Neto, 2011). Esses estudos
apontam para um caminho de mudancas, em que a atencdo de pesquisadores tem se
voltado para a caracterizacdo da biodiversidade, buscando entdo conhecer suas espécies e
desenvolver estratégias que visem a conservacdo e manutencdo da diversidade existente.

Nesse sentido se percebe e reconhece que o bioma caatinga detém um amplo potencial
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cientifico, com espécies de importancia econdmica e vastas caracteristicas a serem ainda
estudadas (Silva et al., 2010; Almeida-Cortez, 2007).

1.2 Caracteristicas gerais do género Croton

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae e
tribo Crotoneae, sendo composto por aproximadamente 1300 espécies (Berry et al., 2005).

Tem distribuicdo pantropical, ocorrendo com maior frequéncia nas Ameéricas.
Sendo que a Ameérica do Sul, as Antilhas e 0o México sdo considerados os mais
importantes centros de diversidade.

Na América do Sul, o Brasil é o pais que abriga 0 maior niUmero de espécies, em
torno de 350 (Berry et al.,2005;Hoehne, 1935), abrangendo diferentes ambientes e tipos
de vegetacdo. Destas 350 espécies encontradas no Brasil, cerca de 40 ocorrem no estado
de Pernambuco (Lucena, 2000; Webster, 1994).

As espécies deste género geralmente sdo subarbustivas ou arbustivas e raras vezes
arbdreas; sdo em geral mondicas e podem apresentar inflorescéncia onde as pétalas
quando ndo sdo ausentes, séo reduzidas (Silva et al., 2010; Guimaraes, 2006). Exibem
também um revestimento piloso nas folhas. As flores masculinas e femininas sao
diminutas e predominantemente brancas (Silva et al., 2009). Apresentam também tricomas
de formas variadas, como tricomas estrelados e escamiformes. As sementes via de regra
sdo escuras e oleaginosas e o fruto apresenta-se como cépsula tricoca, medindo de 2 a 6
mm de didmetro (Silva et al., 2009).

As espécies que compdem esse género sdo consideradas diversas a partir da
avaliacdo morfologica dos seus representantes e apresentam grande complexidade do
ponto de vista taxondmico, sendo por vezes o género Croton negligenciado em favor de
outros géneros menores e mais delimitados (Ziroldo, 2007; Lima e Pirani, 2008).

Nas Ultimas trés décadas diversas espécies de Croton vém sendo estudadas do
ponto de vista quimico e farmacolégico (QUADRO 1). Essas espécies possuem diversos
compostos secundarios de importante atividade bioldgica, e portanto, séo utilizadas como

fitoterapicos por pequenas comunidades locais. De acordo Palmeira Jr. et al. (2012) o
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género Croton possui espécies ricas em 0Oleos essenciais, sendo produtoras de substancias
quimicas como mono e sesquiterpendides, além de fenilpropandides.

Além destes, Lira-Neto (2011) afirma que espécies do género Croton costumam
apresentar constituintes ativos como flavonoides, alcaloides e terpendides. Dentre as
substancias quimicas citadas, o0s terpendides

possuem diversas propriedades

farmacoldgicas, como antisséptica, anti-inflamatoria, antiespasmaddica, antipirética,
expectorante, hipoglicemiante, repelente, anestésica, entre outras (Passos et al., 2009;

Leite et al., 2008). A partir dessas informagdes a importancia econdmica do género tem se

tornado cada vez mais reconhecida.

Quadro 1. Espécies de Croton que possuem resultados de estudos quimicos e farmacolégicos
realizadosnas ultimas décadas

C. argyrophiloides | C. crassifolius C. humilis C. menthodorus C. regelianus
C. antisyphiliticus | C. cuneatus C. hieronymi C. mongue C. salutaris
C. arboreus C. diasii C. jatrophoides C. mucronifolius C. sacaquinha

C. bonplandianum | C. dichogamus C. kerrii C. muscicapa C. schiedeamus
C. cajucara C. draconoides C. kongensis C. nepetaefolius C. sarcopetalus
C. californicus C. eleuteria C. lechleri C. nitens C. sonderianus
C. californicus var. | C. erythrochilus C. linearis C. niveus C. spaeciflorus

tenuis C. flavens C. linearifolius C. oblongifolius C. sublyratus

C. campestris C.floribundus C. lobatus C. palanostigma C. tiglium

C. caudatus C. geayi C. macrostachys C. pseudopulchellus |C. triqueter

C. celtidifolius C. gossypiifolius C.malambo C. penduliflorus C. turumiquirensis
C. citratus C. humanianus C. martinianus C. pulegioides C. urucurana

C. chilensis C. hemiargyreus C. matourensis C. poilanei C. verreauxii

C. cortesianus

C. hovarum

C. megalocarpoides

C. rhamnifolioides

C. yecorensis

C. corylifolius

C. heliotropiifolius

C. megalocarpus

C. ruizianus

C. zambesicus

C. aff. Zehntneri

Fonte: Adaptado de Lira-Neto (2011) e Abreu et al. (2001).

Dessas espécies citadas nos estudos, diversas apresentam potencial econémico,

sendo utilizadas localmente como alternativas medicinais no combate e controle de
doencas (TABELA 1).

Neste contexto, vale ressaltar algumas espécies que ja dispbem de estudos

cientificos do potencial farmacoldgico, como o C. argyrophiloides, que ocorre na regido
nordeste e € considerado um vegetal arbustivo e conhecido popularmente devido a
coloracdo de suas folhas como “marmeleiro prateado”, indicado popularmente para o

tratamento de cOlicas intestinais (Farias, 2006). O caule do C. argyrophiloides é utilizado
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como antimicrobiano e espécie apresenta constituintes quimicos, como: espatulenol, -
cariofileno, alfa-pineno, beta-felandreno, beta-elemeno e 1,8-cineol (Farias, 2006).

Outra espécie que apresenta caracteristicas de interesse econdémico é o C. cajucara,
que ocorre na regido leste e central da Floresta Amazonica e consiste num arbusto
chamado popularmente como “sacaca”. Seu uso popular consiste no emprego das folhas e
cascas do caule no tratamento da diabetes, maléria, febre, distarbios gastrointestinais,
renais, hepaticos e no controle do colesterol (Maciel et al., 2002; Hiruma-Lima et al.,
1999).

Ja o C. nepetaefolius, € uma espécie que ocorre na regidao nordeste, conhecido
popularmente como “marmeleiro sabid”, “marmeleiro cravo” ou “marmeleiro de cheiro”,
e é utilizado na medicina popular no alivio de dores estomacais, reducdo de gases
estomacais e colicas intestinais, sendo sua acdo em cdlicas intestinais j& comprovada
cientificamente (Abdon et al., 2002).

Tem-se também, C. urucurana, que diferente dos demais, ndo é uma espécie
arbustiva, é considerada arbérea e conhecida popularmente como “sangra d’agua”,
“sangue de dragdo” ou “capixingui”’, ocorre na regido nordeste ¢ sul do Brasil, ¢ ¢
utilizada como anti-hemorragica, anti-inflamatoria, antisséptica, antiviral e cicatrizante
(Lorenzi e Matos, 2008).

Entre as espécies de Croton, algumas apresentam potencial inseticida, como, C.
zehntneri, que consiste num vegetal subarbustivo, encontrado na regido Nordeste e

LTI
a

conhecido como “canela de cunh canelinha” ou “canela brava”. Estudos com o 6leo
essencial dessa espécie demonstraram potencial larvicida contra Aedes aegypti (Lima et
al., 2006) além de atividade antifungica e potencial fitoterapico (Fontenelle et al., 2008)
bem como, C. linearifolius que também apresenta potencial inseticida contra Aedes

aegypti (Silva et al., 2014).



Tabela 1. Apresentacdo de espécies do género Croton utilizadas como fitoterapicos e locais de ocorréncia
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Ocorréncia da

Espécies Potencial medicinal e quimico oy Referéncias
espécie

C. antisyphiliticus Tratamento de infeccdes ginecoldgicas Caatinga Abreu et al., 2001

C. argyrophiloides Atividade antimicrobiana Caatinga Tieppo, 2007

C. cajucara Atl\(ldaq_e antlmlcroblaqa_e no tratamento de diabetes, Mata Atlantica Silva et al., 2012

diarréia, doencas hepaticas controle do colesterol

C. nepetaefolius Propriedades antle:spasmodlcialsZ antinociceptiva e Caatinga Abdon et al., 2002
antiedematogénica

C. urucurana Efeitos analgésico, antiinflamatdrio e anticancerigeno Caatinga Gurgel et al., 2002

C. zehntneri Efeito sedativo no tratamento de distdrbios Caatinga Alves, 2009

gastrointestinais
Potencial para curar doencas do figado, controlar a
C. bonplandianum pressdo arterial, tratamento de doengas de pele, cortese ~ -----eeeeee- Dutta et al., 2013
feridas
C. crassifolius Utilizado para tratar picadas de cobra, dor de estomago, Zhao et al., 2012
esternalgia, dor nas articulagdes, faringite e ictericia
C. cuneatus Tratamento contra a diabetes e anti-inflamatério Caatinga Torrico et al., 2007
Combate a escrofulose, doencas venéreas, impingens,

C. campestres tumores, moléstias da pele, reumatismo, Glcera do Utero, Caatinga Santos et al., 2005
diarréia e artritismo

C. caudatus Atividade larvicida Mata Atlantica Salatino et al., 2007

C. celtidifolius Efeito antiinflamatorio, _ant|QX|dante, tratamento da Caatinga Horst, 2008
leucemia e Ulceras

C. flavens Efeito anticancerigeno Caatinga Sylvestre et al., 2006

C. sonderianus Tratamento em hertlor'ragla uterina, dor de estomago, Caatinga Randau et al., 2004
vOmitos e diarreia

C. rhamnifolioides Efeito antibacteriano Caatinga Randau et al.,2004

C. lechleri Efeito antiinflamatdrio e anticancerigeno Caatinga Faoetal., 2012

C. linearifolius Potencial inseticida Caatinga Cunhaetal., 2014
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C. eluteria Tratamento da diarréia e bronquite Mexico Kafuku e Mbarawa, 2010
C. megalocarpus Producdo de biodiesel Mata Atlantica  Kafuku e Mbarawa, 2010
C. hemiargyreus Presenca de alcanos, alcoois, terpenos e alcaloides Caatinga Vunda, 2011
C. ericoides Atividade amebicida Mata Atlantica Vunda, 2011

----- representando as espécies que ndo foram encontrados locais de ocorréncia.
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1.3 Ocorréncia das espécies C. heliotropiifolius e C. linearifolius em herbérios e locais de
coleta no Brasil

Em um levantamento realizado por Cordeiro e Carneiro-Torres (2006) e por Pollito
et al. (2004), foram registradas cerca de 90 espécies ocorrendo no Nordeste brasileiro.
Além disso, segundo Pollito et al. (2004) das 350 espécies de Croton que ocorrem no
Brasil, cerca de 300 s&o consideradas endémicas.

Uma iniciativa realizada pela FAPESP em 2001 deu origem ao projeto “Sistema de
Informacdo Distribuido para Cole¢des Bioldgicas: a Integracdo do Species Analyst e do
SinBiota”, ou speciesLink, e teve como objetivo principal desenvolver e disseminar um
sistema de informacdo acerca de espécies e espécimes, associado a um sistema de
previsdo de distribui¢do geogréafica dessas espécies.

Em um levantamento realizado das institui¢des que possuem herbérios cadastrados
online no speciesLink (splink.cria.org.br), foi apresentado o registro das espécies C.
heliotropiifolius e C. linearifolius. O programa também oferece entre as informacdes
locais de coleta, instituicGes onde os herbérios estdo inseridos e coordenadas geograficas
de onde as amostras foram encontradas.

Nas buscas realizadas para as duas espécies, a espécie C. heliotropiifolius se
sobressai com 0 maior numero de registros. Encontram-se disponiveis 1635 registros da
espeécie.

Dentre as institui¢cbes apresentadas, algumas possuem maior nimero de amostras,
como o herbério da Universidade Estadual de Feira de Santana, na Bahia, sendo a mais
representativa das instituicOes, totalizando 390 registros. Em segundo lugar, se encontra o
herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, com 145 registros disponiveis.
Outros herbarios que também possuem um amplo nimero de registros sdo o herbério da
Universidade Federal de Sergipe com, 140 e o herbario Alexandre Leal Costa, com 127
registros. Dentre os herbarios cadastrados, o da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, apresentou 55 registros e os demais herbarios apresentaram nimero de registro
variando em torno de 1 a103.

Entre os estados onde as amostras foram coletadas, 611 registros foram para a
Bahia, sendo considerado como o estado que obteve o maior nimero de coletas e o

municipio mais explorado foi o de Feira de Santana. O estado do Pernambuco apresentou
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300 registros e com maior ocorréncia no municipio de Buique, com 32. Entretanto, 74
municipios ndo foram identificados.

Para a espécie C. linearifolius, foramencontrados 32 registros. A universidade
Estadual de Feira de Santana abriga o maior numero de registros da espécie, com 17
ocorréncias. As demais institui¢cfes apresentam numero de registro variando entre 1 e 3. A
cidade com o maior nimero de coletas para a espécie foi Juazeiro, no estado da Bahia.

Diante dos dados disponiveis no speciesLink, o Nordeste demonstra ser a regido
onde prevalece a ocorréncia dessas espécies, sendo a Bahia, 0 estado com mais registros

de coletas para ambas as espécies.

1.4 Diversidade genética molecular

Em linhas gerais, a biodiversidade consiste na variedade de ecossistemas, espécies,
populacbes dentro de espécies, bem como diversidade genética presente dentro e entre
populacbes (Frankham et al. 2008). Nesse sentido, segundo estes mesmos autores, é
imprescindivel que a biodiversidade seja conservada, destacando-se entre as principias
razdes para tanto 0s recursos e servigos prestados, além, obviamente, das questdes éticas.

Um dos fatores primordiais para a manutencdo da biodiversidade é a diversidade
genética. Segundo Frankham et al. (2008) a IUCN (International Union of Conservation
of Nature) reconhece a diversidade genética como uma das principais prioridades globais
para a conservacgado das espécies.

De forma mais especifica, a diversidade genética diz respeito a variedade de alelos
nos diversos locos de uma espécie, fornecendo para a biodiversidade o material basico
para a acdo da selecdo natural, e portanto, para a evolucdo das espécies (Solé-Cava, 2001).
Alguns fatores afetam diretamente na diversidade genética nas populacdes. Dentre estes,
0s principais eventos que podem atuar ampliando a diversidade genética se ddo através de
mutacdo e fluxo génico entre populacBes. Outros aspectos como, deriva genética,
endogamia e selecdo natural podem afetar as populagdes diminuindo a sua diversidade
genética (Nei, 1987).

De acordo com Frankham et al. (2008), a diversidade genética pode ser
manifestada de diversas formas, podendo ser demonstrada através de diferencas em
muitas caracteristicas, como a cor dos olhos, da pele e do cabelo em seres humanos, cor

das flores nas plantas, bem como diferencas protéicas, enziméticas e em sequéncias de
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DNA da maioria dos organismos. Essas diferencas nas sequéncias de DNA podem ou néo
ser expressas. Caso ocorram em regides de genes, podem alterar a sequéncia de
aminoacidos da proteina codificada e tal variacdo protéica pode acarretar diferencas em
funcBes bioguimicas, morfoldgicas ou comportamentais, afetando nas taxas reprodutivas,
de sobrevivéncia ou no comportamento dos individuos (Frankham et al., 2008).

Ainda nesse sentido Primack e Rodrigues (2001) afirmam que dentro da populagéo
de uma determinada espécie a diversidade genética € constantemente influenciada pelo
comportamento reprodutivo dos individuos, sendo que espécies que se reproduzem
sexualmente costumam favorecer a reorganizagdo dos alelos, o que em combinacGes
distintas, aumentam seu potencial de variacdo genética. O nivel de diversidade genética
em uma populacdo além de ser influenciado pelo comportamento de acasalamento dos
individuos depende, também, da historia evolutiva da espécie (Booy et al., 2000).

Essa diversidade possibilita o estabelecimento da espécie em um novo habitat e
também a sua continuidade num contexto de mudangas ambientais. A manutencéo de uma
populacdo de uma determinada espécie € importante, pois quando a mesma se extingue
carrega consigo genes Unicos, que sdo por vezes, a reserva adaptativa da espécie frente a
mudangas ambientais (Aradjo, 2007).

Neste contexto, a genética de populagdes representa um ramo da biologia que pode
contribuir para o entendimento da dindmica evolutiva das populagdes e espécies. Segundo
Griffiths et al. (2008) a genética de populacBes pode compor dois tipos de estudos:
experimental e tedrico. Como ciéncia experimental, proporciona descricdes dos padrbes
reais da variacdo genética existente entre individuos das populagdes, ja& como tedrico,
realiza previsdes sobre como se espera que a composicdo genética das populacbes pode
mudar como consequéncias das diversas forgcas que operam nela.

O uso conjunto de teorias e de técnicas da genética que buscam reduzir o risco de
extincdo de espécies ameacadas é denominado genética da conservacdo e tem como
objetivo, a longo prazo, preservar individuos capazes de possuir diversidade genética para
serem adaptados as mudancas ambientais (Frankham et al., 2008).Para o género Croton ja
existem algumas pesquisas relacionadas a caracterizacdo da diversidade genética
(Scaldaferri, 2013;Silvestrini et al, 2009; Bertagna, 2007; Angelo et al., 2006), entretanto
as informag6es moleculares do género ainda séo reduzidas, fazendo necessario que seja

dada continuidade com pesquisas de caracterizacdo de diversidade genética.
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1.5 Marcadores moleculares aplicados ao estudo do género Croton

Encontram-se disponiveis para uso da comunidade cientifica diferentes técnicas e
marcadores moleculares, a exemplo de marcadores baseados em: (i) enzimas de restricdo
(como as isoenzimas e marcadores baseados em fragmentos de restricdo — RFLP
(restriction fragment length polymorphism); (ii) primers aleatorios, como os marcadores
de amplificagdo arbitraria de DNA — RAPD (random amplified polymorphic DNA) e
ISSR (inter simple sequence repeat); (iii) primers especificos, como os marcadores de
regides de repeticdo simples - SSR (simple sequence repeats) e ainda; primers associados
a regides expressas, como 0s marcadores de genes andlogos de resisténcia - RGA
(Resistance for Genes Analogs), entre outros (TABELA 2) (Ferreira e Gratapaglia, 1996;

Borém e Caixeta, 2009), além de marcadores SNP (Single nucleotide polymorphism).

Tabela 2. Apresentacdo dos principais marcadores moleculares utilizados em estudos
genéticos de plantas, seu padrdo de heranca (natureza) e referencia

Marcador Natureza Referéncia
Isoenzimas Co-dominante Lewontin & Hubby, 1996
RFLP Co-dominante Grodzicker, 1974
SSR Co-dominante Litt & Luty, 1989
RAPD Dominante Williams et al., 1990
ISSR Dominante Zietkiewicz et al., 1994
AFLP Dominante Vos et al., 1995
SNP Bialélicos Hayashi et al., 2004
RGA Dominante Hayes & Maroof, 2000

Entre os marcadores moleculares estdo as isoenzimas que sdo variadas formas
moleculares de uma enzima, resultado de diferentes variacbes alélicas dos genes
codificantes. As principais vantagens da técnica com isoenzimas sdo 0 custo baixo,
facilidade e rapidez da metodologia, considerada co-dominante, de modo que, permitem a
diferenciacdo de locos homozigotos e heterozigotos. Entre as desvantagens estdo o baixo
numero de sistemas enzimaticos que apresentam polimorfismo e a influéncia das

condi¢Bes ambientais e do material vegetal nas atividades das enzimas (Faleiro, 2007).
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Em um estudo de diversidade genética para uma espécie do género Croton, a técnica com
marcador isoenzimatico foi empregada (Bertagna, 2007) (TABELA 3).

Na categoria de marcadores dominantes, se encontra 0 RAPD, que assim como 0
marcador isoenzimatico, foi utilizado em estudos de diversidade genética de espécies do
género Croton (Scaldaferri, 2013; Angelo et al., 2006, Ziroldo, 2007). Os marcadores
RAPD se caracterizam como pequenos fragmentos de DNA, composto geralmente por 10
nucleotideos, baseados em PCR e cujos primers sdo aleatdrios, podendo se anelar a varias
regibes do DNA. As principais vantagens da técnica sdo a rapidez e facilidade na
realizacdo, necessidade de pequena quantidade de DNA, além de poder ser utilizado em
qualquer espécie, ja que ndo é necessario se conhecer a priori dados de sequéncia do DNA
para a construcdo dos primers. As principais desvantagens estdo na natureza dominante
deste marcador, ou seja, na impossibilidade de diferenciar loci heterozigotos e na baixa
reprodutibilidade das marcas. Para superar essa caracteristica é necessario que as
condicBes experimentais estejam bem padronizadas. Outra estratégia que pode ser
realizada é a construcdo de primers especificos a partir do sequenciamento de
determinado marcador RAPD (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Outro marcador, também de natureza dominante, empregado em estudos de
diversidade genética em espécies do género Croton, € o marcador ISSR. Este marcador
por sua vez se caracteriza como fragmentos de DNA com aproximadamente 100 a 3000
pares de bases amplificados através da técnica de PCR, sendo utilizado um unico primer.
Os ISSRs apresenta como vantagens o grande numero de bandas informativas e assim
como RAPD n&o é necessario um conhecimento prévio de dados de sequéncia do DNA da
espécie estudada, sendo a principal desvantagem o aspecto dominante dos marcadores
(Faleiro, 2007).

Também figuram entre os marcadores ja utilizados em estudos envolvendo o
género Croton os microssatélites (SSR) (Silvestrini et al., 2009). Estes marcadores
acessam regides curtas do DNA repetidas em tandem, ou seja, em sequéncia. Sao
marcadores baseados em PCR para sua obtencdo e utilizam pares de primers especificos
de aproximadamente 20 pb. Para a construcdo destes primers, se faz necessario, caso ndo
existam dados de sequéncias gendmicas disponiveis em bancos de dados, que seja
construida uma biblioteca genémica, selecdo e sequenciamento dos clones positivos e por
fim, desenho dos primers (Litt e Luty, 1989). Suas vantagens sdo a co-dominancia, o alto
polimorfismo detectado e alta reprodutibilidade das marcas. Como desvantagem, ou

dificuldade para implementagéo da técnica, destaca-se o investimento inicial, necessario
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para o desenvolvimento dos pares de primers especificos, além de ser necessario o
conhecimento préevio de sequéncia de DNA (Litt e Luty, 1989).

Alguns marcadores como SNP e RGA ainda ndo foram empregados em estudos
para espécies do género Croton, sendo, contudo importantes para realizacao de diferentes
estudos genéticos.

Marcadores do tipo SNP s&o considerados bialélicos, e tem como base alteraces
no DNA, como mutacfes e polimorfismos. Esses marcadores podem ser encontrados em
qualquer regido do genoma, entretanto, ocorre mais em regides de espacos entre genes e
sdo abundantes em espécies ndo endogadmicas. Uma das grandes vantagens desses
marcadores € a facil conversdo das metodologias em diferentes plataformas (Caetano,
2009). A maior desvantagem do SNP € o alto custo do seu desenvolvimento.

Ja os marcadores moleculares do tipo RGA sao constituidos por regides analogas
a genes de resisténcia e tem como vantagem ndo carecer de um sequenciamento genético
da espécie estudada, podendo também ser utilizados em espécies distintas (Santini, 2009),
assim como os marcadores RAPD e ISSR, e a principal desvantagem do RGA ¢ a sua

natureza dominante.

1.5.1 Diversidade genética intraespecifica em Croton spp.

Encontram-se disponiveis na literatura sete estudos de caracterizagdo de
diversidade genética em espécies de Croton (TABELA 3).

Dentre eles, o estudo realizado por Angelo et al. (2006) de comparacao entre
dois morfotipos de C. cajucara (sacaca), espécie que possui em seu 6leo essencial
alcool linalol, um terpénico altamente utilizado na inddstria de perfumaria. Essa
espécie comecou a ser utilizada como alternativa para substituir a espécie Aniba
rosaeodora (Pau-rosa), que se encontrou ameacada de extincdo, ja que era fonte
principal da exploracdo do linalol durante muito tempo.

O C. cajucara também apresenta propriedades curativas cientificamente
comprovadas. Em estudos realizados com camundongos, a mesma foi utilizada para
reduzir os niveis de glicose e lipidios. Os morfotipos estudados tinham coloragdes
diferentes. Apresentavam folhas brancas e o outro, folhas vermelhas. Foram

utilizados10 marcadores RAPD e a partir das anélises de diversidade, pode-se notar
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que as plantas de sacaca vermelha se apresentavam mais diversificadas entre si do que
as plantas de sacaca branca e a divergéncia entre elas também foi reforgcada atraves da
analise dos 0Oleos essenciais de cada morfotipo. A sacaca branca apresentou o linalol
como principal componente, enquanto a sacaca vermelha apresentou como principal
componente hidroxi-calamenene.

Em outro estudo realizado para o género, Bertagna (2007), comparou 20
plantas e jovens 20 adultas de C. floribundus em seis fragmentos florestais de uma
Area de Preservacdo Ambiental de Souzas e Joaquim Egidio, em Campinas.
Utilizando a técnica de eletroforese de isoenzimas, com o intuito de verificar como a
fragmentacdo estaria influenciando no fluxo génico e diversidade genética dessas
populacdes alta variabilidade genética foi encontrada nas amostras.

Nos individuos adultos foi observado que as amostras que apresentaram maior
diversidade genética, maior nimero de alelos por loco e menor endogamia foram
coletadas em dois fragmentos considerados menos degradados e maiores que 0S
demais. Nos individuos jovens, o resultado para diversidade genética também
demonstrou ser maior nesses mesmos fragmentos florestais, sendo que em um deles
foi também encontrado o maior nimero de alelos raros em adultos e jovens. As
amostras dos individuos jovens apresentaram uma maior frequéncia de alelos raros,
quando comparados com os individuos velhos, entretanto a variabilidade genética das
populacdes ndo obteve diferenca significativa quando comparadas.

Esse resultado pode ser explicado pelo fato da polinizacdo nessa espécie ser
realizada por insetos e pelo vento, podendo percorrer longas distancias. Também nédo
foi observado estruturacdo nas populagdes estudadas. Os valores de diversidade génica
encontrados para as populacGes da espécie C. floribundus foi o maior quando
comparados com outras espécies arboreas tropicais submetidas a mesma analise de
isoenzimas, especialmente para espécies encontradas em ambientes fragmentados.
Esses resultados podem estar relacionados com caracteristicas da espécie, como o fato
de ser pioneira, ocupando espacos perturbados e apresentando alta densidade
populacional.

A espécie apresenta caracteristicas desejaveis para fazer parte de diversos
programas de restauragdo florestal. Entretanto, Bertagna (2007) conclui que a espécie
C. floribundus ndo pode ser considerada como boa indicadora dos efeitos de
fragmentacdo sobre populacfes de espécies arbdreas, j& que a mesma € pioneira

invasora e consegue se manter em ambientes antropizados.
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Em outra pesquisa realizada para a espécie C. floribundus, Ziroldo (2007),
coletou em trés regides contendo fragmentos de Mata Atlantica. As amostras foram
coletadas em seis fragmentos, no Parand, utilizando marcador molecular RAPD, sendo
analisados 96 individuos. As populacfes ndo apresentaram diferencas significativas de
variagdo genética interpopulacionais quando comparadas com outras espécies
arbdreas, porém, esse resultado ndo estd associado com a fragmentacdo, pois esta
relacionado com o tipo de reproducdo alégama da espécie e ja era esperado. A
diversidade genética se mostrou maior dentro de cada populacdo estudada e a
distribuicdo da variabilidade genética entre as popula¢fes se mostrou baixa, indicando
estruturacdo nas trés regides amostradas. O fragmento mais preservado foi o que
apresentou o maior indice de diversidade genética.

Para os marcadores do tipo SSR, os primeiros resultados foram publicados em
2009 (Silvestrini et al., 2009), sendo evidenciado o desenvolvimento e a
caracterizagdo de 12 marcadores SSR avaliados em 23 plantas de C. floribundus.
Embora de grande potencial, estudos de diversidade realizados mediante o uso de
marcadores SSR ndo foram ainda observados na literatura para espéecies do género
Croton. Isso pode ser explicado por ainda ndo haver sequenciado o genoma da
espécie.

Em um estudo de diversidade genética realizado por Lira-Neto (2011), foram
exploradas as espécies C. heliotropiifolius, C. blanchetianos e C. pedicellatus. Os
marcadores aplicados na pesquisa foram do tipo DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) e marcadores ISSR. Foi efetuado ainda a sele¢cdo de primers para
serem também utilizados em estudos filogenéticos e populacionais.

Para a realizacdo da pesquisa o autor selecionou 4 individuos de cada espécie
e foram aplicados 29 primers DAF, e o resultado obtido nesses primers foi de 374
marcas, sendo destes 359 polimorficos. Ja para ISSR foram empregados 17 primers, e
o0 produto da amplificacdo foi de 327 loci, onde 317 apresentando polimorfismo. O
elevado numero de polimorfismo encontrado comprovou que o método adotado foi
eficiente para o proposto pelo autor.

Scaldaferri (2013) desenvolvendo um estudo de diversidade genética nas
especies C. linearifolius e C. heliotropiifolius, espécies com potencial inseticida e
fitoterapico, respectivamente, por meio de 12 iniciadores RAPD e 15 ISSR, obteve-se
alto grau de polimorfismo nas duas espécies, em torno de 98,7% para C. linearifolius e

98% para C. heliotropiifolius. Plantas da espécie C. linearifolius foram coletadas na
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Floresta Nacional Contendas do Sincora, na Bahia, sendo 52 amostras coletadas em
dois pontos distintos. Observou-se a existéncia de dois pool génicos, demonstrando
que o fluxo génico entre as populacdes ocorre de forma reduzida. Ja a espécie C.
heliotropiifolius foi coletada no municipio de Itapetinga, Bahia, em um local de serra,
onde ocorre mata nativa. A coleta foi dividida em trés pontos, sendo eles: topo da
serra, regido mediana e base. Nesse estudo foram amostrados 42 individuos. O mesmo
resultado foi encontrado para C. heliotropiifolius, dois pool génicos foram
representados, entretanto, pode-se observar que na regido média os pool génicos se

misturavam. Esse fato pode estar relacionado com o transporte de sementes e pdlen.



Tabela 3. Espécies de Croton que ja possuem estudos de diversidade genética, filogenéticos e citogenéticos

Espécie

Técnica utilizada

Objetivos

Referéncias

C. floribundus

C.floribundus

C. cajucara

C. sublyratus

C. linerarifolius

C. heliotropiifolius

C. alabamensis

C. pallidulus
Diversas espécies

C. heliotropiifolius
C. sellowi

C. lundianus

C. draconoides

C. palanostigma

C. urticifolius

Isoenzimas

RAPD
RAPD
ISSR
ISSR e RAPD
ISSR e RAPD

RFLP

AFLP

Anélise de regides ITS e trnL-trnF
Técnica de FISH e coloracdo com
AgNO3
Técnica de FISH e coloracdo com
AgNO3
Técnica de FISH e coloracdo com
AgNO3
Técnica de FISH e coloracdo com
AgNO3
Técnica de FISH e coloragdo com
AgNO3
Técnica de FISH e coloragdo com
AgNO3

Estimar a diversidade genética

Estimar diversidade genética
Estimar diversidade genética
Estimar diversidade genética
Estimar diversidade genética
Estimar diversidade genética
Reconstruir as relagdes
filogenéticas
Reconstruir as relagdes
filogenéticas
Reconstruir relacdes filogenéticas

Contagem cromossomica
Contagem cromossomica
Contagem cromossomica
Contagem cromossomica
Contagem cromossomica

Contagem cromossomica

Bertagna, 2007

Ziroldo, 2007
Angelo et al., 2006
Klinbantom, 2004
Scaldaferri, 2013
Scaldaferri, 2013

Benjamim et al., 2006

Suzaki, 2011
Berry et al., 2005
Lira-Neto, 2011

Lira-Neto, 2011
Lira-Neto, 2011
Rios e Figueroa, 2011

Rios e Figueroa, 2011

Junior e Benko-Iseppon,
2011

30
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1.5.2 Estudos citogenéticos do género Croton

De todos os estudos genéticos empregados para espécies do género Croton, 0s
estudos citogenéticos ainda sdo os mais recentes. E de acordo com Perry (1943),
espécies que pertencem a familia Euphorbiaceae, assim como as espécies do género
Croton, alem de possuir morfologia variada, possuem também numeros e tamanhos
cromossémicos diversos, tornando o grupo das euforbiaceas interessante do ponto de
vista citogenético.

De acordo com Lira-Neto (2011), a literatura aponta que apenas cerca de 5%
das espécies do genéro Croton possuem estudos cromossémicos e aponta que 0S
nimeros n=8 e n=32 sdo apresentados como 0 menor e maior numero haploides
detectados, respectivamente. Entretanto, o género exibe n=10 como o mais frequente.

Um trabalho inédito de citogenética em 6 espécies do género Croton realizado
por Lira-Neto (2011), com as espécies, C. heliotropiifolius, C. blanchetianus, C.
adenocalyx, C. sellowi, C. lundianus e C. lobatus, todas apresentaram 2n=20, com
excecdo de C. adenocalyx e C. lobabus que apresentaram 2n=40. Ja a espécie C.
heliotropiifolius que nesse estudo apresentou uma contagem de 2n=20, em um estudo
realizado por Pérto (2007), apresentou 2n=40 cromossomos.

Em um estudo citogenético realizado por Rios e Figueroa (2011) com espécies
de Croton produtoras de latex (C. draconoides, C. lechleri e C. palanostigma) o
namero observado foi de 2n=40 cromossomos para as 3 espécies.

Ja& em seu trabalho com as espécies C. adenocalyx, C. urticolius, C.
heliotropiifolius e C. lundianus, Junior e Benko-lseppon (2011), encontraram 0S
nameros de 2n=40 para C. adenocalyx, 2n=22 para C. urticifolius e assim como Lira-
Neto observou em seu estudo (2011) a espécie C. heliotropiifolius apresentou 2n=20,
corroborando com seus resultados. A espécie C. lundianus também apresentou 2n=20

Cromossomaos.
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1.5.3 Estudos filogenéticos do género Croton

Estudos filogenéticos em espécies de Croton também sdo importantes para o
conhecimento da taxonomia do género e sua historia evolutiva. Nesse sentido, as
primeiras pesquisas foram realizadas em 2005 por Berry et al. (2005) em diversas
espécies do género, em 2006 para a espécie C. alabamensis (Benjamin et al., 2006) e
em 2011 para C. pallidulus (Suzaki, 2011), existindo aproximadamente trés estudos
dedicados a reconstrucédo das relagdes filogenéticas de espécies de Croton.

No estudo filogenético molecular realizado por Berry et al., (2005) foram
analisadas regibes ITS (internal transcribed spacer) trnL —trnF (conserved region of
chloroplast DNA). Com o resultado destas andlises de ITS, foram encontrados indels
informativos. Entretanto, quando analisados isoladamente, os dados indel mostraram
pouca estrutura filogenética e divergiram fortemente a partir de dados de sequéncia em
varios niveis na filogenia. Os resultados suportaram o monofiletismo desde que o
grupo Moacroton Croizat esteja incluido, esse grupo corresponde a um pequeno
género encontrado em Cuba. Entretanto, Berry et al. (2005) apontaram para uma
necessidade de que seja reavaliado a classificacdo infragenérica de Croton.

Os estudos realizados com C. alabamensis e C. palliduluspor Benjamin et al.
(2006) foram utilizados marcadores moleculares AFLP (amplified fragment length
polymorfism). Para C. alabamensis foram analisadas as sequéncias ITS e trnL-trnF de
populacBes que vivem em locais distintos, sendo que uma é denominada C. texensis,
que se trata de uma variedade da espécie C. alabamensis e através das analises o
monofiletismo foi confirmado. Todos os acessos tanto de C. alabamensis, quanto do
C. texensis tiveram suas sequéncias ITS idénticas. Analise molecular do reldgio
demonstrou que a divergéncia entre as variedades de C. alabamensis era relativamente
recente. As populacdes também demonstraram variagao genética estruturada.

Ja no estudo com as variedades da espécie C. pallidulus, Suzaki (2011),
utilizou taxons préximos, C. ceanothifolius, C. dichrous, C. myrianthus e C.
splendidus, para reconstruir as relacfes filogenéticas, também analisando a regiédo
nuclear ITS, com marcador molecular AFLP. Foram avaliados aspectos como a
estrutura genética das populacdes e a diversidade genética das espécies. Foi observado

que as variacbes de C. pallidulus comportam-se como um grupo parafilético e
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constatado que as espécies de Croton se agrupam num clado com um forte suporte.
Houve também a descoberta de uma possivel nova espécie para o género, a C. aff.

erythroxyloides, que apresentou diferencas significativas.
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CONCLUSAO

Diversas espécies do género Croton apresentam compostos quimicos de interesse
farmacologico e por essa razdo ja apresentam na literatura estudos relacionados a
caracteristicas quimicas que possuem. J& para aspectos genéticos e moleculares, ainda existem
poucos trabalhos, sendo esta uma area que carece de estudos com o objetivo de se conhecer
mais caracteristicas relevantes para o género.

Entretanto, grupos de pesquisa ja tém demonstrado interesse em se conhecer a
respeito da diversidade genética em espécies do género, podendo posteriormente ampliar
tanto o uso dos marcadores, quanto abranger um maior numero de espécies estudadas,
fazendo com que aumente informacdes gerais sobre o género Croton. Dessa forma o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo e melhoramento genético para o género se

tornara possivel.
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Dentre as 1300 espécies que compdem o género Croton (familia Euphorbiaceae), encontra-se
a C. heliotropiifolius, popularmente chamada de cassutinga. Trata-se deum vegetal arbustivo,
com propriedades quimicas que tem despertado interesse de pesquisadores, tanto no sentido
da conservacdo, quanto farmacoldgico. Estudos vém sendo desenvolvidos para a
caracterizacdo da espécie, contudo resultados sdo ainda recentes e escassos. Com objetivo de
caracterizar a diversidade genética de espécimes cassutinga, distribuidos em um fragmento de
mata no municipio de Itapetinga, Bahia, foram coletadas folhas jovens representativas de 42
individuos. ApoOs extracdo de DNA gendmico, 18 marcadores RAPD e 15 ISSR foram
utilizados para genotipagem em géis de agarose (2%). Métodos estatisticos frequentistas e
Bayesianos foram utilizados para estimar a diversidade e a estrutura genética. Foi observado
um total de 164 bandas polimorficas, sendo em média 5,5 bandas por iniciador RAPD e 4,3
bandas por iniciador ISSR. O percentual médio de polimorfismo foi de 93%. Estrutura
genética foi observada entre os subconjuntos dos espécimes coletados, sendo evidenciado a
ocorrencia de trés provaveis pool génicos e a diversidade calculada pela distancia de Dice
(1945) variou entre 0,17 e 0,48. Esse resultado pode estar relacionado tanto com o transporte
de sementes realizados por formigas, quanto pela polinizacdo

Palavras-chaves: Variabilidade genética; Caatinga; Marcador molecular; Euphorbiaceae
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INTRODUCAO

O género Croton possui aproximadamente 1300 especies (Ziroldo, 2007) e
caracterizam-se como espécies comumente subarbustivas e arbustivas, mondicas e raras vezes
arbdreas. Possui folhas em sua maioria alternas, mas podem apresentar outros tipos de
posicdo, como opostas e pseudo-verticiladas. As inflorescéncias na maioria das espécies sao
terminais, tirsoides e continuas. O fruto € uma capsula, geralmente orbicular e as sementes sdo
carunculadas, lisas ou rugosas, apresentando as cores variando entre castanho-alaranjadas,
marrons e pretas (Silva et al., 2010).

Muitas das espécies do género Croton sdo reconhecidas popularmente e
cientificamente pelo seu potencial uso medicinal, antioxidante e antimicrobiano, sendo
algumas espécies utilizadas por populacdes locais/regionais, como fitoterapico (Abreu et al.,
2001).

Como exemplo de espécie utilizada para fins medicinais, a espécie conhecida
popularmente como cassutinga (C. heliotropiifolius) (Figura 1) é utilizada na medicina
alternativa para alivio estomacal, mal estar gastrico, vémitos, diarreia com sangue e para
amenizar a febre (Randau, 2001). Essa espécie possui diversas caracteristicas quimicas de
interesse comercial, destacando-se entre elas a presenca de alcaloides, polifenois e oses
redutoras, importantes constituintes para estudos farmacoldgicos e fitoquimicos (Randauet al.,
2004). Espéecimes de cassutinga ocorrem em diferentes locais do territorio da caatinga, sendo
encontrado em toda regido nordestina, tendo também sua ocorréncia registrada em parte do
estado de Minas Gerais (Silva et al., 2010).

Figura 1. Imagem ilustrativa de C. heliotropiifolius (Fonte:www.flickr.com)
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Apesar de haver alguns estudos realizados e, ou, sendo desenvolvidos para o C.
heliotropiifolius, pouco se sabe acerca de sua diversidade genética (Scaldaferri, 2013). De
acordo com Frankham et al. (2008), a diversidade genética consiste tanto no aparecimento de
caracteres distintos, como nas diferencas enzimaticas, protéicas e em sequéncias de DNA na
maioria dos individuos.

Nesse sentido Futuyma (2002), destaca que é imprescindivel a realizacdo de estudos
genéticos com organismos diversos, com 0 objetivo de compreender aspectos como:
diversidade genética, adaptacdes fisioldgicas a escassez de agua em espécies que ocorrem em
regides desérticas, recursos que 0s parasitas possuem para suprimir os sistemas imunoldgicos
de seus hospedeiros, entre outros fatores. Portanto, estudos relacionados com a diversidade
genética em niveis intra e interespecificos sao importantes para o conhecimento das espécies e
conservacao da biodiversidade (Santos et al., 2009).

Algumas ferramentas sdo amplamente utilizadas com o objetivo de acessar a
diversidade genética e os marcadores moleculares sdao exemplos de técnicas/ferramentas que
tornam possivel avaliar o polimorfismo existente entre individuos de uma espécie ou espécies
distintas, além de possibilitar a realizacéo de estudos populacionais e de mapeamento (Aguiar,
2012).

Estdo disponiveis para uso uma grande variedade de marcadores moleculares, dentre
0s quais é possivel destacar pelo baixo custo e pela facilidade de implantacdo em laborat6rios
dedicados a caracterizacdo de diversidade genética, os marcadores RAPD (random amplified
polymorphic DNA) e ISSR (inter simple sequence repeat).Ambos considerados marcadores
dominantes. O marcador molecular RAPD vem sendo utilizado em estudos de diversidade
genética, bem como, na descoberta de genes e mapeamentos genéticos (Scaldaferri, 2013;
Guimardes et al., 2009). O marcador ISSR possui potencial tanto em estudos de diversidade
genética, quanto em estudos de identificacdo de clones e individuos aparentados (Scaldaferri,
2013; Salimath et al., 1995). Por sua vez, merece também destaque pelo volume de dados que
fornecem os marcadores baseados em sequenciamento, a exemplo de microssatélites e
especialmente os SNPs (single nucleotide polymorphism).

Na presente pesquisa objetivou-se caracterizar a diversidade genética existente em 42
individuos de cassutinga presentes em um fragmento de mata nativa no municipio de

Itapetinga, Bahia, por meio de marcadores moleculares RAPD e ISSR.



45

MATERIAL E METODOS
Obtencdo das amostras

A coleta foi realizada no municipio de Itapetinga, Bahia, Brasil. Localizada na regido
sudoeste do estado, aproximadamente 580 km da capital, Salvador. Em um local
popularmente conhecido pelos moradores da regido como “Serra da Torre”. A vegetacdo
encontrada no sudoeste da Bahia é relativamente diversa, sendo que na zona de transi¢édo de
vegetacdo de caatinga, onde o municipio de Itapetinga estd situado, encontra-se floresta
estacional decidual e semi-decidual (RadamBrasil, 1981)

Foram coletadas folhas representativas de 42 gendtipos de cassutinga. A coleta foi
realizada na Serra da Torre, que possui aproximadamente 2 km de extensdo. A area foi
dividida em trés subgrupos, a saber: a parte mais alta da serra constituiu o primeiro subgrupo
e nela foram coletados 12 individuos; a regido mediana da serra que constitui o segundo
subgrupo, e nela foram coletados 16 individuos; por fim a base da serra que constituiu o

terceiro subgrupo, sendo coletados 14 individuos nessa area.

Extracdo de acidos nucléicos

A extracdo do DNA foi realizada mediante uso do protocolo de Doyle e Doyle (1990)
seguindo o método CTAB (brometo de cetil-trimetil aménio) com modificacbes previamente
testadas para Croton por Scaldaferri et al. (2013). As amostras foram expostas a eletroforese
em gel de agarose 1% (m/v), por 1 hora e 40 minutos, sob carga elétrica de 100 V. Foram
coradas com loading (azul de bromofenol e xileno cianol) e gel red (Invitrogen). A
visualizacdo das amostras foi realizada por meio de fotodocumentador Kodak, com incidéncia
de luz ultravioleta. A verificacdo da qualidade da extracdo e a quantificacdo do DNA extraido
foram realizadas com base em avaliagdes compartivas dos padrdes de bandas observadas e o
marcador de peso molecular Lambda (Invitrogen).

Genotipagem das populagoes

As amostras de DNA foram utilizadas em reacdes de amplificacdo (via PCR) mediante
uso de primers RAPD e ISSR. Um screening com 20 primers RAPD e 23 primers ISSR foi
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inicialmente realizado para selecdo dos primers que demonstraram melhor qualidade nos
padrdes de bandas e de polimorfismo.

As reagoes de PCR foram realizadas com um volume final de 15 pL, contendo 12 ng
de DNA molde, tampéo de PCR 1 x (20 mM de Tris HCI [pH 8.4] e 50 mM de KCI), 1,5 mM
de MgCl, 0,2uM de cada nucleotideo, 0,5uM de primer e 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Para as amplificagbes com primers RAPD, o
programa seguiu as seguintes etapas: 94°C por 5 minutos; 34 ciclos de 94°C por 40 segundos,
34°C por 50 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e uma extensao final de 72°C por 5
minutos. Enquanto que para as amplificagdes com primers ISSR, as etapas foram: 95°C por 5
minutos; 34 ciclos de 94°C por 50 segundos; 48°C por 50 segundos e 72°C por 1 minuto; e
uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os produtos da amplificacdo foram visualizados a
partir de corrida eletroforética em gel de agarose a 2% (m/v) e solucdo de corrida TBE 1x, por
aproximadamente duas horas, com voltagem de 120V. A visualizacdo do resultado da corrida
eletroforética foi observado com a utilizacdo de fotodocumentador Kodak com incidéncia de

luz ultravioleta.

Avaliacao dos dados moleculares

A avaliacdo dos dados foi a partir da analise das imagens com os padrdes de bandas
obtidos com o uso de cada primer, sendo gerada matrizes de dados binarios (0 e 1), sendo zero
atribuido para a auséncia de bandas e um para a presenca de bandas. Os dados foram
submetidos a analise de similaridade pelo coeficiente de Dice (1945) por meio do programa
Genes (Cruz, 2006). A analise Bayesiana foi realizada com o objetivo de estimar a quantidade
de pools génicos, utilizando o programa Structure (Pritchardet al., 2000). Como parametros
gerais foram utilizados 100,000 corridas em uma etapa de burning, seguida por 400,000
corridas para a cadeia de Markov (MCMC). Foram analisados de 1 a 10 pool génicos (K) e
realizadas 10 interacdes para cada K estimado. Apos as corridas realizadas com o programa
STRUCTURE, foi utilizado a metodologia proposta por Evanoet al. (2005) para estimar o

numero de pools génico mais provavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados 18 primers RAPD e 15 primers ISSR, que geraram (100 e 64
amplicons, respectivamente). Com o uso dos primers RAPD foi observado um polimorfismo

de aproximadamente 98%, com média de 5,5 bandas por primer. Dos primers RAPD
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selecionados o que possibilitou a obtencdo de maior e 0 menor nimero de bandas foram os
OPD-05 com seis bandas e 0 OPD-13, OPD-16, OPD-19, OPE-04 e OPE-05 com trés bandas
(Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo de primers RAPD utilizados para caracterizacdo dos 42 gendtipos de C.
heliotropiifolius, coletados em areas nativas circunvizinhas ao municipio de Itapetinga, Bahia

N° de
Primer  Sequéncia TA bandas  N°polimdrficos Polimorfismo (%)
OPD-01 ACCGCGAAGG 34°C 4 4 100
OPD-02 GGAACCCAACC 34°C 4 4 100
OPD-03 GTCGCCGTCA 34°C 5 4 80
OPD-05 TGAGCGGACA 34°C 6 6 100
OPD-08 GTGTGCCCCA 34°C 4 4 100
OPD-10 GGTCTACACC 34°C 5 5 100
OPD-13 GGGGTGACGA 34°C 3 3 100
OPD-15 CATCCGTGCT 34°C 4 4 100
OPD-16 AGGGCGTAAG 34°C 3 3 100
OPD-18 GAGAGCCAAC 34°C 4 4 100
OPD-19 CTGGGGACTT 34°C 3 3 100
OPD-20 ACCCGGTCAC 34°C 4 4 100
OPE-01 CCCAAGGTCC 34°C 5 5 100
OPE-02 GGTGCGGGAA 34°C 5 5 100
OPE-03 CCAGATGAC 34°C 4 4 100
OPE-04 GTGACATGCC 34°C 3 3 100
OPE-05 TCAGGGAGGT 34°C 3 2 80
OPE-06 AAGACCCCTC 34°C 4 4 100

Total 73 71

OPD/OPE: Série D e E de oligonucleotideos aleatérios comprados de Operon Technologies Inc. TA:
Temperatura de anelamento.

Por sua vez, foram selecionados 15 primers ISSR, 0s quais apresentaram uma média
de 4,3 bandas por primer e um polimorfismo medio de 95%. Os primers que apresentaram
maior e menor numero de produtos de amplificacdo foram DICA 3G com 7 bandas e TriCAC
5CY com 2 bandas (Tabela 2).
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Tabela 2. Descricdo de primers ISSR utilizados para caracterizacdo dos 42 genotipos de C. heliotropiifolius,
coletados em &reas nativas circunvizinhas ao municipio de Itapetinga, Bahia

. A N° Numer Polimorfism
Primer Sequencia TA banccii:s Poluim(ca’)r?i(cjgs ° (&)) e
DiCA 3G CACACACACACACACAG 48°C 7 7 100
DiCA 3RG CACACACACACACACARG 48°C 5 4 80
DiGA 3C GAGAGAGAGAGAGAGAG 48°C 3 3 100
DiGA 3RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 48°C 4 4 100
DiGA 3T GAGAGAGAGAGAGAGAT 48°C 4 3 80
TriCAC 3RC CACCACCACCACCACRC 48°C 3 3 100
TriCAC 5CY CACCACCACCACCACCY 48°C 2 2 100
TriCAG 3RC CAGCAGCAGCAGCAGCAGRC 48°C 4 3 80
TriTGT 3YC TGTTGTTGTTGTTGTYC 48°C 5 5 100
TriAAR 3RC AACAACAACAACAACRC  48°C 4 4 100
TriAAG 3RC AAGAAGAAGAAGAAGRC  48°C 5 5 100
TriACG 3RC ACGACGACGACGACGRC  48°C 4 3 80
TriAGA 3RC AGAAGAAGAAGAAGARC  48°C 5 5 100
TriCGC 3RC CGCCGCCGCCGCCGCRC 48°C 5 5 100
TriGAC 3RC GACGACGACGACGACRC  48°C 4 4 100
Total 64 60 94,6

TA: Temperatura de anelamento. DiCA: Repeticdes de CA. TriCAC: Repeticdes de CAC. TriCAG:
Repeticdes de CAG. TriTGT: RepeticOes de TGT. TriAAG: Repeticdes de AAG. TriACG: Repeticdes
de ACG. TriAGA: Repetictes de AGA. TriCGC: Repeticdes CGC. TriGAC: Repeticdes de GAC.

Para os resultados obtidos com os marcadores RAPD, em um estudo realizado para a
espécie Croton cajucara (sacaca), Angelo et al. (2005) utilizaram 10 marcadores RAPD e
destes foram geradas 71 bandas, sendo 66 polimdrficas. Em um estudo desenvolvido por
Vasconcelos (1995) utilizando 45 marcadores RAPD, obteve um resultado de 276 bandas,
sendo que destas, 144 foram polimoérficas e 132 monomdrficas para a espécie de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.), em uma populacdo com 28 cultivares.

Ja para os resultados encontrados com os marcadores ISSR, Ansari et al. (2012)
utilizando 5 marcadores ISSR, obtiveram um resultado de 100% de polimorfismo, sendo
geradas 43 bandas para uma populacdo com 29 individuos de Tectona grandis. Ja em um
estudo com a espécie Pilocarpus pennatifolius, Bandeira et al. (2010)  utilizaram 11
marcadores ISSR que deram origem a 131 produtos de amplificagdo, com 96,3% de
polimorfismo, de cinco populagdes e um total de 118 individuos de jaborandi. Em um estudo
realizado por Souza et al. (2008) utilizando também 5 marcadores ISSR em 12 populacdes de
Zabrotes subfasciatus, com um total de 269 individuos, foram reproduzidos um total de 51

bandas polimorficas.
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A estimativa de Delta K indicou a existencia de provaveis trés pools génicos como
sendo a estrutura mais adequada para distribuicdo e agrupamento dos 42 gendtipos de

cassutinga avaliados (Figura 2).

Estimativa do delta Delta K (nuiumero de pools génicos)

(http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/)
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Figura 2. Grafico apresentando os valores estimados para Delta K (eixo Y) em diferentes pool
génicos (eixo X), em relagdo as genotipagens realizadas com marcadores RAPD e ISSR para
populacdo de cassutinga.

As andlises realizadasa partir do programa STRUCTURE e do programa Darwin
apresentaram resultados semelhantes que corroboram com a existencia de estruturacdo
genética na distribuicdo dos individuos avaliados ao longo da Serra da Torre (Figura 3). O
histograma e dendrograma demonstram a ocorréncia de 3 pool génicos na populagdo de C.
heliotropiifolius. Sendo que tanto na regido do alto da torre, quanto na baixada, os pool
génicos representados pelas cores azul e verde se sobressaem em relacdo aos demais,
respectivamente. Ja na regido mediana, pode-se observar uma mistura dos 3 pool génicos. Isso
demonstra que existe certa estruturagcdo ocorrendo tanto nos individuos do alto da torre,
guanto os que estdo na regido da baixada. E na regido mediana/cerca é encontrada a maior
diversidade, onde os 3 pool génicos podem ser encontrados em proporcdes semelhantes. O
box-plot também corrobora com a diversidade genética sendo maior nos individuos que estéo

na regido mediana/cerca.
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Figura 3. Histograma, dendrograma e box-plot gerados pelos programas Structure e Darwin a
partir dos dados de genotipagem realizados mediante uso de marcadores RAPD e ISSR para os 42
gendtipos de cassutinga coletados em &rea nativa circunvizinha ao municipio de Itapetinga,
Bahia.

A partir dessa analise, pode-se inferir que ha ocorréncia de uma possivel barreira
impedindo o cruzamento entre os individuos do alto da serra com os da regido da base, porém,
existe fluxo génico entre os individuos dos extremos, com 0s que Se encontram na regido
mediana, que pode estar ocorrendo através do transporte de polen e sementes. Nesse sentido, €
relevante o estudo do mecanismo de disperséo de sementes e polinizacdo. Neste contexto, um
estudo realizado por Leal et al. (2003) foi observado que espécies da familia Euphorbiaceae
gue ocorrem na caatinga, possuem em sua maioria o0 transporte de sementes realizados por
formigas. Nesse estudo, foi constatado que as espécies C. campestris A St-Hil, C.
argyophyllus Kunth. e C. blanchetianus Baill. apresentam diasporos que possuem uma
estrutura rica em compostos lipidicos que tem como importante funcdo atrair formigas. Ainda
nesse sentido, Passos e Ferreira (1996) estudaram a dispersdo de sementes em C. priscus
Croizad e encontraram aproximadamente 11 espécies diferentes de formigas que interagiam
com as sementes da espécie. J& em um estudo realizado por Pimentel e Castro (2009) em C.
sellowi, que assim como cassutinga se trata de um arbusto encontrada na caatinga, foi

observado um total de 19 espécies de visitantes florais, representada em sua maioria por
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insetos, sendo a maior parte das visitas realizadas por abelhas. Assim, Silva et al, (2014)
concluiram que dentre as espécies observadas em seu estudo, o C. heliotropiifolius é
importante na dieta das abelhas, visto que as abelhas visitaram as flores da espécie com muita
frequéncia. Resultados similares foram encontrados num estudo realizado por Dominguez e
Bullock (1989), para a espécie C. suberosus, onde foi observado que os insetos representavam
maior espécies de visitantes florais.

Em se tratando do transporte de sementes, a cassutinga possui uma estrutura em suas
sementes, denominada elaiossomo, rica em lipidio que atua como fator de atracdo para as
formigas (Leal et al., 2003). Assim, uma vez que a semente cai da planta, as formigas se
alimentam do elaiossomo, deixando a semente exposta, por vezes proxima da planta-mae, o
gue pode ocasionar uma estruturacdo espacial local (Bertagna, 2007). Em um estudo sobre a
dispersdo de sementes da espécie Mabea fistulifera, que assim como cassutinga, atrai
formigas por meio do elaiossomo, Peternelliet al. (2004) observaram que algumas formigas
transportavam as sementes, sendo que as operarias do género Atta, carregaram cerca de 4
metros, em média, e as operarias de Acromyrmex, cerca de 2 metros. Esse fato explicaria a

estruturacdo nas regides do topo da serra e base.

CONCLUSAO

Existe estrutura e diversidade genética na populacdo de cassutinga (C.
heliotropiifolius) considerada neste estudo, sendo possivel identificar pools génicos distintos
para composicdo genética dos individuos avaliados, bem como relacdo entre diversidade
genética e distribuicdo espacial dos individuos nos pontos de coleta. E provavel que existam
fatores que diminuem o fluxo génico entre os individuos que se encontram no alto da serra da
torre com os individuos da parte da baixada da torre, sendo uma possivel explicacdo para esse
fato relacionada diretamente ao transporte de sementes realizado pelas formigas, bem como a

polinizacdo realizada por insetos.
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CAPITULO II
RESULTADOS COMPLEMENTARES

SELECAO DE MARCADORES MOLECULARES RAPD E ISSR PARA
ESTUDO DE DIVERSIDADE GENETICA EM VELAME PIMENTA
(Croton linearifolius)

Resumo

Croton linearifolius € uma espécie arbustiva pertencente ao género Croton e como diversas
espécies desse género, possui constituintes quimicos de interesse econdmico. No presente
estudo foram coletados 64 individuos de C. linearifolius na unidade de conservacdo Floresta
Nacional Contendas do Sincord, na Bahia. Foi realizada a extracdo do DNA dos individuos e
posteriormente a selecdo de primers RAPD e ISSR para compor o estudo de diversidade. Dos
primers selecionados, 18 sdo RAPD e 16 ISSR.

Palavras-chave:Croton spp;Caatinga Flona; Euphorbiaceae; Marcadores moleculares;
Variabilidade Genética

A espécie Croton linearifolius, conhecida popularmente como velame pimenta
consiste em um arbusto, podendo medir até dois metros de altura, sendo considerada rica em
triterpenos e esterdides, entre outros compostos importantes para a atividade biologica (Feliu,
2012). O C. linearifolius apresenta também potencial inseticida (Silva et al., 2010), sendo essa
uma das caracteristicas que tem despertado o interesse de pesquisadores.

Algumas pesquisas ja vém sendo desenvolvidas para a caracterizacdo do C.
linearifolius. Esses estudos estdo relacionados tanto com a anatomia da espécie quanto a
aspectos genéticos (Scaldaferri et al., 2013; Brito et al., 2011). E importante que estudos de
diversidade genética sejam realizados com o objetivo de criar estratégias de conversacdo, bem
como para futuros projetos de melhoramento genético da espécie.

Tecnicas que utilizam marcadores moleculares tornam possivel a caracterizacdo da
diversidade genética a partir de procedimentos simples e rapidos (Bered et al, 1997). Entre os
diversos marcadores moleculares disponiveis, estdo os marcadores ISSR (inter simple
sequence repeat) e RAPD (random amplified polymorphic DNA). Ambos sdo marcadores que
envolvem técnicas de baixo custo e demonstram bons resultados para estudos de

caracterizacdo de diversidade genética (Guimardes et al.,, 2009; Salimath et al., 1995).
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Para o presente estudo foram coletadas amostras de C. linearifolius na unidade de
conservagdo Floresta Nacional Contendas do Sincoré. A coleta foi realizada em trés pontos,
onde apds visita exploratoria com auxilio de ‘mateiros’, foram observados individuos da
espécie. No primeiro ponto foram coletados 14 individuos. No segundo e terceiro ponto, por
se tratar de areas mais extensas que o primeiro ponto, foram divididas em quatro e cinco
subgrupos. Nos subgrupos do segundo e em quatro subgrupos do terceiro ponto foram
coletados cinco individuos por subponto e, por fim, no quinto subgrupo do terceiro ponto
foram coletados 10 individuos. Totalizando 64 individuos coletados da espécie.

Extracdo de DNA das 64 amostras foi realizada seguindo o método CTAB (brometo
de cetil-trimetil amo6nio) modificado (Cerqueira-Silva, 2009; Scaldaferri et al 2013). Em
seguida foi realizada a quantificacdo do DNA extraido e a selecdo dos primers. As reacoes de
PCR foram realizadas de maneira similar as descri¢des apresentada no primeiro capitulo.

Para selecdo de primers, foi feito um screening com 20 primers RAPD e 23 primers
ISSR. Destes, foram selecionados 17 primers RAPD e 16 primers ISSR.

Figura 1. Imagem do screening com trés primers RAPD e trés primers ISSR selecionados.
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CONCLUSAOQ E PERSPECTIVAS

O género Croton e considerado taxonomicamente complexo e principalmente por
conta do seu tamanho, ainda poucas espécies foram estudadas nas ultimas décadas.
Entretanto, pode-se perceber que por meio dos estudos ja realizados, é notorio que o género
abriga espécies com potencial principalmente fitoterapico, pois apresentam diversos
metabdlitos secundarios de interesse farmacol6gico, que atuam em variadas patologias
humanas, incluindo o cancer. Além disso, estudos de cunho genéticos sdo recentes e ainda nao
abrangem muitas espécies para 0 género. Porém, ja é percebido o interesse de grupos de
pesquisa com o objetivo de levantar informacdes de diversidade genética, filogenético e
citogenéticos para o grupo.

Para as espécies alvo da pesquisa, 0 desenvolvimento da pesquisa gerou resultados
significativos para a espécie C. heliotropiifolius, através da utilizacdo dos marcadores RAPD
e ISSR. O uso dos marcadores permitiu serem alcangados 0s objetivos propostos no estudo,
tornando possivel a estimativa de diversidade genética na populacao analisada.

Ja para a segunda espécie, C. linearifolius, foi realizada a selecdo dos primers que
serdo utilizados posteriormente em pesquisas realizadas pelo grupo, para acessar a diversidade
genética da populagdo disponivel, gerando mais informacfes que se somardo com outros

estudos realizados pelo grupo de pesquisa BioGen.
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Preparation of the manuscript
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