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Ne me quitte pas, Il faut oublier,
tout peut s'oublier qui s'enfuit déja.
Oublier le temps des malentendus

et le temps perdu a savoir comment.
Oublier ces heures qui tuaient parfois a coups de pourquoi

Jacques Brel, 1959
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RESUMO

A espécie Stryphnodendron adstringens (Leguminosae) é conhecida popularmente
como barbatimdo e o extrato das cascas € utilizado como cicatrizante. O objetivo deste
trabalho foi estudar a variabilidade genética da espécie utilizando o marcador molecular de
polimorfismo de comprimento amplificado (AFLP) e testar a transferéncia de microssatélites
de Anadenanthera colubrina, Hymenaea courbaril e Copaifera langsdorffii. Foram coletados
acessos localizados nos municipios de Cristalina, Sdo Jodo D’Alianca, Campo Alegre e Caldas
Novas (GO); Delfinopolis, Luislandia, Lagoa Formosa, Sacramento e Araxa (MG) e
Paranapanema, Cristais Paulista e Botucatu (SP). O DNA gendmico foi extraido de folhas e as
analises de polimorfismo seguiram as etapas de digestdo, ligacdo, pré-amplificacdo e
amplificagdo. Os produtos AFLP foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida 6%
com tampdo TBE 1X. A eletroforese foi realizada em voltagem constante de 80W em
temperatura maxima de 50°C por 4 horas. O gel foi corado com solucéo de nitrato de prata e
revelado em carbonato de sédio. Na anélise por marcador AFLP foram produzidas 237 bandas
polimorficas. A variabilidade dentro das populacbes foi maior (70,93%) que entre as
populacdes (29,06%) com um valor de Fst 0.2906 indicando alta estruturacdo populacional. A
populacdo de Luislandia apresentou maior porcentagem de loci polimoérficos (87,35), seguida
da populacdo de Cristalina (45,85). A menor variabilidade foi encontrada em Caldas Novas
(22,92) e as demais ficaram na média (34,3). O Método da Média Aritmética ndo Ponderada
(UPGMA) reuniu as populacBes em trés grupos. Quanto aos testes de transferéncia de

microssatélites, dos 20 iniciadores de A. colubrina testados, dez apresentaram resultados de



transferéncia, porém somente um (Acol 11) apresentou polimorfismo com somente dois
alelos. Nao houve transferéncia de microssatélites de H. courbaril e C. langsdorffii. A
informacdo gerada por este trabalho mostrou que o marcador AFLP foi eficiente para
diferenciar a variabilidade genética encontrada nas popula¢des naturais de Stryphnodendron
adstringens e que os dados gerados poderdo ser utilizados no estabelecimento de estratégias de
conservacao dessa espécie medicinal do Cerrado.

Palavras chave: marcador molecular, barbatimé&o, conservagao, Cerrado.



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE GENETIC VARIABILITY OF
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville USING AFLP MARKERS AND
TRANSFERENCE OF MICROSATELLITES. Botucatu, 2011. 87p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual

Paulista.

Author: Profé. Msc. Patricia Calligioni de Mendonca (Bidloga)
Adviser: Profé, Dr2, Ana Maria Soares Pereira

Co- Adviser: Prof2. Dr2. Bianca Waleria Bertoni

SUMMARY

Stryphnodendron adstringens a Leguminosae species is popularly known as
barbatimdo and the extract of its barks is widely used as healing agent. The genetic variation
of 12 populations of S. adstringens was determined in this study by using Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP) molecular markers transference of microsatellites of
Anadenanthera colubrina, Hymenaea courbaril and Copaifera langsdorffii. Accessions were
collected in the cities of Cristalina, S&o Jodo D’Alianga, Campo Alegre and Caldas Novas
(GO), Delfindpolis, Luislandia, Lagoa Formosa, Sacramento and Araxa (MG) and in
Paranapanema, Cristais Paulista and Botucatu (SP). The genomic DNA was extracted from the
leaves and the polymorphism analysis followed multiple steps including DNA digestion,
ligation, pre-amplification and amplification. Amplification products were analyzed on
denaturing polyacrylamide sequencing gel and running electrophoretic steps at 80 W with
maximum temperature at 50°C for 4 h. The gel was stained with silver nitrate solution and
developed in sodium carbonate. The AFLP analysis conducted with three primer combinations
using the EcoRI and Msel restriction enzymes generated 237 polymorphic bands. The AFLP
binary data were used to determine allele frequencies. Population structure was evaluated
performing analysis of molecular variance (AMOVA) which allowed the estimation of the
total genetic variance among and inside populations. A descriptive analysis of the total

variability was obtained by calculating the percentage of polymorphic loci. Genetic variance



within populations was higher (70,93%) compared to the differentiation estimated among
populations (29,06%). The fixation index (Fst) was 0.2906 indicating highly significant
population structuring. The population from Cristalina showed higher percentage of
polymorphic loci (87.35%), followed by the population of Luislandia (45.85%). Minor
divergence was observed in the population from Caldas Novas (22.92%) all the other
populations showed an average variance (34.3%). Phylogenetic trees created by UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) clustered the populations in 3 groups.
In relation to the tests of transference of microsatellites, of the 20 iniciadores of A. colubrina
tested, 10 presented results of transfer, but only one (Acol 11) showed polymorphism with
only two alleles. There was no transfer of microsatellites from H. courbaril and C.
langsdorffii. Obtained results demonstrated that the AFLP marker technology was efficient to
detect the genetic variability among Stryphnodendron adstringens natural populations and that
generated data might be used to establish strategies for the conservation of this medicinal

species from the Cerrado.

Keywords: molecular marker, barbatiméo, conservation, Cerrado.



1. INTRODUCAO

O Cerrado é um bioma de caracteristicas Unicas no planeta ocupando mais de 200
milhdes de hectares do territdrio nacional e contribui com parte dos recursos terapéuticos
utilizados no pais.

O Brasil, sendo o maior detentor da biodiversidade mundial, possui um imenso
potencial de desenvolvimento de pesquisa na area de fitoterapia e producéo de fitofarmacos.

Stryphnodendron adstringens é uma espécie endémica do Cerrado, conhecida
popularmente como barbatimdo, cujo extrato da entrecasca € utilizado pela populacdo na
forma de decoccdo no tratamento de Ulceras externas e como antiinflamatorio em
enfermidades como diarréias e leucorréias.

A importancia de se estabelecer estratégias de conservagdo e manejo sustentaveis de
S. adstringens esta relacionada também as suas propriedades medicinais cientificamente
comprovadas em ensaios clinicos com humanos.

Recentemente foi lancada uma pomada denominada FITOSCAR® em uma parceria
entre a empresa Apsen Farmacéutica e a Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP). O
medicamento € composto por extrato seco de S. adstringens (Mart.) Coville, sendo indicado
como agente cicatrizante em varios tipos de lesdes (http://www.apsen.com.br).

Esta informacdo vem reforcar a necessidade da implementacdo de programas de
conservacdo para a espécie, producdo de mudas e plantio comercial, além de se considerar

areas de protecdo e uso sustentavel da espécie.



Iniciativas de recuperacdo e conservacao de espécies ameacadas de extingdo se
fazem necessarias principalmente quando, como no caso do barbatimao, a espécie se encontra
em biomas fragmentados além de possuirem alto interesse comercial, industrial ou
farmacéutico.

O conhecimento do comportamento biolégico de uma espécie e de suas populacoes
em seu ambiente natural € uma contribuicdo importante para programas de conservagao e/ou
domesticacdo da mesma. Informacdes sobre sua variabilidade genética podem fornecer dados
importantes para acdes no que tange a adaptacdo destas populagGes as mudangas ocorrentes
em seu habitat.

E possivel fazer uso de marcadores moleculares como uma ferramenta Gtil para se
adquirir conhecimentos adicionais sobre a estrutura e a organizagdo do genoma das plantas.
Marcadores moleculares do tipo AFLP séo ferramentas da biologia molecular, capazes de
fornecer dados consistentes e altamente informativos sobre a diversidade genética dentro e
entre populagdes, proporcionando informagfes importantes para estabelecer acfes de
conservacao e uso sustentavel de espécies ameacadas.

Para 0 estudo da estruturagdo de populagdes podemos fazer uso de marcadores
microssatélites (ou somente SSR) que sdao um tipo de marcador molecular altamente
informativo, porém com custo elevado devido a sua especificidade. Uma das estratégias para
se diminuir o custo efetivo das analises por SSR é se testar a transferibilidade de iniciadores
desenvolvidos para outras espécies, mas que possuam algum nivel de parentesco.

S.adstringens pertence a familia Leguminosae/Fabaceae e Sub-Familia
Mimosoideae. Arboreas da mesma familia como Hymenaea courbaril (jatobd) e Copaifera
langsdorffii (copaiba) possuem iniciadores microssatélites ja desenvolvidos. Ambas sdo da
sub-familia Caesalpinioideae e s&o encontradas em biomas brasileiros (Floresta Amazonica,
Mata Atlantica e Cerrado) e possuem atividades medicinais.

S.adstringens e Anadenanthera colubrina (angico vermelho) pertencem a familia
Leguminosae/Fabaceae e Sub-Familia Mimosoideae. Esta espécie de angico possui atividade
medicinal, tem distribuicdo por todo o territério brasileiro e iniciadores SSR estdo sendo
desenvolvidos na Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo caracterizar geneticamente

acessos de populacBes nativas de barbatimdo através do AFLP e testar a transferéncia de



iniciadores SSR de outras espécies para fornecer informacdes relevantes a programas de

conservacdo da espécie, possibilitando seu uso sustentavel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O uso de plantas medicinais

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2003), planta medicinal € uma espécie
vegetal, cultivada ou néo, utilizada com propdsitos terapéuticos. E um recurso da natureza que
estabelece, mantém e recupera a saude, pois seu efeito terapéutico age no organismo de forma
integrada (PEREIRA et al., 2008).

Os vegetais estdo em constante processo de adaptacdo ao meio e isso resulta na
producdo de uma gama enorme de substancias que s@o importantes a sobrevivéncia das
mesmas. O homem primitivo aprendeu a se beneficiar destas estratégias quimicas de
sobrevivéncia desenvolvidas pelas plantas, passando a utilizd-las como alimento e
medicamento, valendo-se de suas prOprias experiéncias empiricas de acerto e erro, e da
observacdo do uso de plantas pelos animais. Em suma, mitos, lendas, tradicdes e sitios
arqueoldgicos apontam para o emprego amplo de plantas medicinais em todos os tempos, em
todas as camadas sociais e por quase toda a humanidade (OLIVEIRA et al., 2006).

Ming et al. (2003) citam que o uso das plantas medicinais no Brasil, em suas varias
categorias, tem sua origem nos povos nativos que habitavam o continente americano antes da
chegada dos colonizadores e também nas diversas etnias que aqui chegaram posteriormente. O

ressurgir do uso de plantas medicinais nos dias de hoje, apresenta-se como uma alternativa



terapéutica, menos agressiva ao paciente e viavel para a sadde animal e humana (MARINHO
etal., 2007).

O uso de plantas no tratamento de doencas é adotado por milhares de brasileiros
que, encontram na flora brasileira um recurso terapéutico para resolver seus problemas de
salde. Segundo Ferro (2008) a fitoterapia tem tido, entdo, um papel cada vez mais importante
dentro do contexto da medicina, pois cresce a cada ano o nimero de profissionais e pacientes
que procuram este recurso para solucionar questdes relacionadas a saude .

Muitos dos recursos terapéuticos utilizados no Brasil sdo provenientes do Cerrado,
um bioma de caracteristicas unicas no planeta, ocupando mais de 200 milhdes de hectares do
territorio nacional. Guarim Neto e Morais (2003) fizeram uma revisdo de trabalhos sobre a
flora medicinal no Cerrado matogrossense e compilaram trabalhos com citagcbes de 509
espécies, distribuidas em 297 géneros e 96 familias. Constataram que as familias com maior
namero de espécies medicinais foram Asteraceae e Fabaceae (7% das espécies), 0s géneros
mais citados foram Hyptis e Tabebuia (oito espécies), as espécies com maior numero de
citacOes bibliogréaficas foram Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Anemopaegma
arvense (Vell.) Stelf.

No Brasil, a implementacao de acOes e servigos governamentais relativos a praticas
medicinais complementares, abrangendo a fitoterapia, ocorreu em 2006 e 2007, quando o
Ministério da Salde estabeleceu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) (BRASIL, 2007) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS) (BRASIL, 2006). Entretanto, o uso das plantas
medicinais e de fitoterdpicos, estimulado pela PNPMF, ainda requer regulamentacdo e
pesquisas realizadas nas mais diferentes areas do conhecimento humano (BRASIL, 2007).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 10 de marg¢o de 2010,
publicou uma norma para a notificacdo de drogas vegetais, denominada RDC 10, para
regulamentar a produgdo e o uso das mesmas, tanto pelas empresas produtoras, como pela
populacdo. Para cada espécie foram padronizadas indicacGes terapéuticas, forma de uso,
posologia, cuidados e restricdes a serem observados no seu uso (BRASIL, 2010). Nesta
normativa da ANVISA, Stryphnodendron adstringens foi listada como uma das espécies cujo

uso e recomendado na forma de droga vegetal.
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Embora haja um interesse cada vez maior pela fitoterapia, poucos trabalhos tém sido
desenvolvidos no Brasil visando o estudo a respeito da diversidade biologica das plantas
medicinais, o que podera, no futuro, comprometer o fornecimento de matéria prima para a
producéo de fitoterapicos.

O Brasil é, com certeza, o pais detentor da maior biodiversidade mundial, portanto
possui um imenso potencial de desenvolvimento de pesquisa na area de fitoterapia e producéo
de fitofarmacos. Pesquisas com plantas medicinais devem ser incentivadas, pois é necessario
preservar ecossistemas ameacados e biologicamente tdo ricos. Desta forma, diante da
importancia da fitoterapia e da escassez de pesquisas, torna-se necessario aprofundar os
estudos a respeito dos efeitos terapéuticos das plantas utilizadas no Brasil assim como seus
planos de manejo e principalmente a conservagéo de suas espécies.

Elaborar estratégias de conservacdo de espécies com potencial farmacoldgico e
industrial pode evitar uma exploracdo sem limites de popula¢des naturais, que possuem
sistemas de reproducdo, relacBes ecoldgicas e niveis de variabilidade genética ainda

desconhecidos.

2.2. Caracteristicas da Espécie

2.2.1. A familia Leguminosae-Fabaceae

Pertencente a ordem Fabales, representada por arvores, arbustos e ervas, € uma das
maiores e mais importantes familias boténicas sendo fonte de produtos alimentares,
medicinais, ornamentais e madeireiros, entre outros. A familia Leguminosae/Fabaceae Lindl.
Benth, Sub-Familia Mimosoideae Benth, compreende cerca de 80 géneros com
aproximadamente 3300 espécies, muitas delas de grande importancia medicinal, distribuidos
por regides temperadas e tropicais (SCALON, 2007; MISSOURI BOTANICAL GARDEN,
20009).
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2.2.2. O género Stryphnodendron

O Stryphnodendron é um género Neotropical ocorrendo da Nicaragua ao Sul do
Brasil (Parand). Apenas Venezuela e Equador possuem espécies exclusivas do género, que sao
S. levelii Cowan (1958) e S. porcatum eill & Occh. f. (1989), respectivamente. Dos 36 taxons
do género cerca de 32 (89%) ocorrem em nosso territério, sendo 13 exclusivos do Brasil,
principalmente no Cerrado e na Floresta Amazénica (SCALON, 2007; OCCHIONI, 1990).

2.2.3. Hierarquia taxonomica

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta Cronquist, Takht e W. Zimm ex Reveal
Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse:Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Rosanae Takht.
Ordem: Fabales Bromhead
Familia: Leguminosae/Fabaceae Lindl. Benth
Sub-Familia: Mimosoideae Benth.
Género: Stryphnodendron (Mart.1837)
Espécie: Stryphnodendron adstringens Mart. Coville (MISSOURI BOTANICAL
GARDEN, 2009; FLORA BRASILIENSIS, MARTIUS 1876).
Sinonimias: Acacia adstringens Martius, Mimosa barbadetimam Vell., S.
barbatimdo Martius, S. barbatimam (Vell.)Martius, Mimosa virginalis Koster (OCCHIONI,
1990).

2.2.4. Caracteristicas morfologicas
Lorenzi (1992) descreve a espécie como uma arvore de dois a seis metros de altura

de tronco, uma planta decidua, heliéfita, pioneira e seletiva, xeréfita e endémica do Cerrado. E

uma espécie perenifélia, com pico de floracdo, producdo de folhas novas e queda de folhas
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entre julho e outubro. Floresce em meados de setembro, prolongando-se até final de
novembro. Seus frutos requerem um longo periodo de maturacdo, cerca de um ano,
alcancando a maturidade na época seca do ano seguinte & producdo da flor, entre julho e
setembro.

O fruto é uma vagem lenhosa, curta, grossa, carnosa, com 8 a 10 centimetros de
comprimento. Suas sementes sdo achatadas e envoltas por uma faixa escura. As flores séo
dispostas em inflorescéncias do tipo racemo de espigas, pequenas e numerosas, em torno de
seis milimetros de comprimento; corola de cor creme esverdeada, com pétalas livres, possui
muitos estames, polen em poliades e anteras com glandula apical relacionada com fraco odor
da flor. Os filetes possuem o dobro do comprimento da corola, ovario stpero, unilocular com
ovulos parietais (LORENZI, 1992; FELFILI et al., 1999; ORTIZ et al., 2003).

A unidade bésica de atracdo de polinizadores ndo é a flor individual, mas a
inflorescéncia. A producéo de frutos é baixa, caracteristicas de algumas leguminosas, os frutos
sdo legumes indeiscentes que amadurecem em agosto do ano seguinte ao da florada. A espécie
é considerada andromondica, ou seja, possui flores hermafroditas e masculinas dispostas por
toda inflorescéncia. As flores masculinas sdo menores que as hermafroditas. A producdo de
néctar € muito pequena e as flores hermafroditas secretam mais néctar que as flores
masculinas, porém as flores masculinas produzem uma quantidade maior de pélen, de forma
muito acentuada na espécie S. adstringens (ORTIZ et al., 2003).

As folhas (foliolos) de S. adstringens sdo compostas bipinadas, com cinco a oito
jugas, com seis a oito pares de foliolos por pina (LORENZI, 1992), de tamanho variado entre
30 a 60 mm com ambas as faces da mesma coloracao, ausentes de pubescéncia (SANCHES et
al., 2007). O trabalho de Oliveira e Figueiredo (2007) descreve as folhas de S. adstringens
apresentando estruturas anatdbmicas xeromorfas nas folhas adultas, como estdmatos em
pequenas depressoes, foliolos anfiestomaticos, longos tricomas tectores unicelulares, cuticula
espessa e feixe vascular envolto por bainha esclerenquimatica. Utilizando a microscopia de
fragmentos, estes autores descreveram que 0s tricomas da espécie sdo mais longos do que 0s
encontrados em S. polyphyllum e Dimorphandra mollis, sugerindo que esta caracteristica pode
auxiliar na diferenciacao taxonémica do S. adstringens.

A caracteristica morfoldgica da casca é muito uniforme, sendo recuadas no sentido

transversal, com coloracdo pardo-esverdeada na superficie externa e pardo-avermelhada na
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superficie interna, com espessura de aproximadamente 12 mm para o tronco e 4 mm para 0s
ramos. A presenca de liquens dos géneros Caloplaca sp., Lopadium sp., Haematomma sp. e
Lecanora sp sdo comuns na casca além de outros tipos em menor quantidade.
Microscopicamente o ritidoma da espécie apresenta o seguinte padrdo: o suber, originario do
felogénio, evidenciado pelo espessamento de suberina nas paredes de suas células, substancia
esta que confere impermeabilidade & 4gua e ao ar. As células sdo grandes, arredondadas e
aparentemente sobrepostas. A presenca de lignina nas células suberosas é evidenciada pela
safranina. O felogénio possui células com aspecto retangular, radialmente achatada e
enfileirada, com paredes delgadas e lume claro. A feloderme é caracterizada por células
alongadas com paredes finas nao lignificadas. O parénquima cortical apresenta um grande
numero de células esclerenquimaticas, distintas por sua forma, tamanho e bordas espessas,
nomeadas como células pétreas. Essas células sdo dotadas de paredes secundarias com lignina,
mostrando-se rosadas em Safrablau, sendo importantes na sustentagdo do vegetal. Além do
floema, os feixes vasculares tém funcéo de tecido mecanico e apresentam-se acompanhados de
cristais prismaticos. Neste tecido, parénquima cortical, foi possivel visualizar graos de amido e
células com conteudo pardo que sugerem idioblastos taniferos (SANCHES et al., 2007).

O aspecto visual de uma planta adulta de S. adstringens em seu habitat natural com

detalhes da inflorescéncia e da madeira pode ser observado na figura 1.

2.2.5. Distribuicao geografica:

A distribuicdo de S. adstringens é ampla e, segundo Lorenzi (1992) e Felfili et al.
(1999), abrange os estados do Para, Goiés, Minas Gerais, S&o Paulo e norte do Parand, porém
Occhioni (1990) mostrou que a distribuicdo geogréfica da espécie ocorre nos estados de Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Norte do Parana. O trabalho de
Corréa (2007; CORREA et al., 2011) corrobora com o de Occhioni (1990), elucidando que a
distribuicdo geografica da espécie esta entre as latitudes 13° e 24° S, as longitudes 50° a 42°
W-GR e altitudes variando entre 606 m a 1.047 m.
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2.2.6. Etnobotanica e etnofarmacologia

O nome Stryphnodendron vem do grego e significa madeira dura (stryphnos = duro
e dendron = madeira). As denominagdes do barbatimdo, ybatimo ou uabatimd,
etimologicamente tem origem indigena e significam adstringente (MELO, 1998).

Popularmente a espécie é conhecida como barbatimdo, barbatimao verdadeiro,
barbatimdo vermelho, barba-de-timéo, chardozinho-roxo e casca-da-virgindade. A entrecasca é
muito utilizada pela populagéo, na forma de decoccédo, no tratamento de vérias enfermidades

descritas na Tabela 1.

Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta de S. adstringens em seu habitat natural (A);
detalhes da inflorescéncia (B) e detalhes do tronco (C). Fotos: Prof®. Dr®. Ana Maria Soares
Pereira



15

Tabela 1. Informacdes etnoboténicas e etnofarmacolégicas da espécie S. adstringens em
diversas regides do Brasil.

Localizacio  Parte Forma de uso Indicacio Referéncias
utilizada terapéutica
Mato Grosso  Cascae Cha, molhoe  Ulcera, inflamacéo, CORETTE-PASA,
entrecasca banho feridas, corrimentoe  2011; SOUZA et al.,
dor de barriga. 2010; MOREIRA;
GUARIM-NETO,
2009
Mato Grosso  * Apenas para Age contra infecgbes, PEREIRA etal.,
do Sul uso externo. tumores, feridas, 2009.
(Ponta Pora) descarga, irritacdo
vaginal e usado como
adstringente .
Minas Gerais (1) casca (1) Decocto (1) adstringente, RODRIGUES;
do caule cicatrizante, na CARVALHO, 2001
blenorragia, na
(2) casca, (2) Aplicacdo  diarréia, na
raiz e cutanea direta  hemorragia, nas
folhas Ulceras e uretrites
(2) contra calvicie.
Paraiba Casca Cha Gastrite, ulcera, ALVES et al., 2007
diabetes, colesterol,
inflamac&o do ovario
e do Utero.
Parana (Vale  Casca Decoccao Cicatrizacéo. LOPES, 2010
do Ribeira)
Pernambuco  Caule * Inflamacéo, méa ALBUQUERQUE et
(Recife) (casca circulagéo, al., 2007
interna) cicatrizagéo de
feridas e limpeza de
feridas uterinas.
Regido Casca Decoccao Diarréia e AGRA et al., 2008
Nordeste hemorragia.

(*) dados nédo informados
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2.2.7. Farmacologia e fitoquimica

Trabalhos com plantas medicinais visando confirmar seus efeitos farmacologicos
preconizados em levantamentos etnofarmacol6gicos tém aumentado ano a ano, reforcando a
importancia da fitoterapia no Brasil. A Tabela 2 resume as principais propriedades
farmacolégicas da espécie S. adstringens e seus constituintes ativos.

A partir de trabalhos como estes, recentemente foi langada uma pomada denominada
FITOSCAR® em uma parceria entre a empresa Apsen Farmacéutica e a Universidade de
Ribeirdo Preto (UNAERP). O medicamento é composto por extrato seco de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, indicado como agente cicatrizante em varios tipos de lesdes
(http://www.apsen.com.br).

Atualmente existe a necessidade da implementacdo de programas de conservagédo da
espécie, producdo de mudas e plantio comercial, além de se considerar areas de protecdo e uso

sustentavel da espécie.
2.2.8. Relacdes ecoldgicas

Alguns trabalhos sdo encontrados na literatura sobre as relages ecologicas da
espécie e a maioria deles visa estudar os impactos negativos entre S. adstringens e outros
organismos.

Afonso e Pott (2002) citam o fruto de S.obovatum como abortivo para o gado e
incluem outras espécies como S. adstringens (S. barbatimao) e S. coriaceum como toxica.
Brito et al (2001) apontam as taxas elevadas de taninos, tanto de S.obovatum quanto
S.adstringens e S. coriaceum, como fator causal de toxicidade. Trabalho desenvolvido por
Pereira et al (1989) corrobora com estes dados.

Os principais visitantes florais de S. adstringens séo da classe Insecta com desTaque
para a ordem Hymenoptera (93,2% do total de visitas). outros visitantes florais sdo das ordens
Diptera (4,7%), Lepidoptera (1,8%) e Coleoptera (0,2%). Em alguns casos, as abelhas (ordem
Hymenoptera) sdo praticamente os Unicos visitantes ou os mais frequentes (85,6% das visitas),

coletando tanto néctar quanto polen. Foram identificadas como Exomalopsis analis e
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Exomalopsis sp. (Anthophoridae), Scaptotrigona depilis e Geotrigona sp. (Apidae,
Meliponinae) e Augochloropsis sp. (Halictidae) (ORTIZ et al., 2003).

A longevidade das abelhas é significativamente afetada pelo teor de tanino do polen
e do néctar de S.adstringens (SANTORO et al., 2004) ou quando sdo tratadas com
inflorescéncias desidratadas do barbatimdo ou de Dimorphandra mollis (CINTRA et al.,
2002). Souza et al (2006) também observaram a toxicidade de extratos metandlicos de
barbatiméo em Apis mellifera. Fato este em que os autores sugerem a criagdo de abelhas longe
de regides ricas em espécies de Stryphnodendron.

A dispersdo das sementes do barbatimdo é do tipo zoocorica (SILVA JUNIOR,
2005), entretanto ndo ha dados na literatura mencionando quais espécies sdo responsaveis por
esta dispersdo. Porém, a dispersdo pode ser afetada pelo ataque de insetos que se desenvolvem
no interior das sementes, com desTaque para a ordem Coleoptera, que interage nos
ecossistemas florestais, em associacdes com frutos e/ou sementes de espécies arbdreas nativas.
Esta interacdo inseto/semente pode afetar significamente a disseminagéo e a perpetuacdo das
espécies atacadas. Dentro da ordem Coleoptera foi encontrado uma associacdo negativa entre
insetos da familia Bruchidae (Acanthoscelides sp) e frutos e sementes de S. adstringens,
interferindo na viabilidade e na dispersdo de suas sementes afetando a composicdo e a
estrutura de populacdes da espécies (ZIDCO, 2002).

Formigas de vérias espécies também se relacionam a S. adstringens, provavelmente
com a fungdo de protecdo da arvore e nutricdo da formiga. A visita de nove espécies de
formigas em nectérios extraflorais de barbatimdo foi observada, principalmente apds
queimadas, com predominancia da espécie Camponotus, que de alguma forma é favorecida
pela queimada. Como somente em casos excepcionais 0s nectérios extraflorais possuem a
funcdo de promover a polinizagdo, funcionando na maioria das vezes como atrativo para 0s
polinizadores. As relacgdes tri-troficas deste sistema ndo sdo elucidadas supondo somente que
estas formigas tenham a funcdo de proteger a espécie contra ataques de herbivoros e patdgenos
(KNOECHELMANN; MORAIS, 2008).

Trabalhos sobre interacdes ecoldgicas entre espécies naturais do cerrado e seus
predadores, polinizadores e/ou dispersores constituem um campo de estudo pouco explorado,
porém de enorme importancia para uma real interpretacdo de suas informacdes biologicas,

taxonomia, ecologia e, consequentemente, conservagdo desta espécie ja amecada.
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Tabela 2. Compilagdo de trabalhos cientificos indicando: atividade farmacoldgica, parte da planta usada, tipo de extrato, organismo
testado e 0 composto ativo de S. adstringens.

Atividade Parteda  Tipo do extrato Organismo testado Composto Referéncia
farmacologica planta ativo
Acéo sobre o Casca Extrato aquoso Ratos Wistar Taninos REBECCA et al.,
metabolismo do figado 2003
Antibacteriana Casca Extrato Staphylocusccus aureus Taninos, GONCALVES,
hidroalcodlico Streptococcus pyogenes flavozc';ir(ijtis;bilr(]:gsléides 2007
Proteus mirabilis
Shigella flexneri
Antiflngica Casca e Extrato Trichophyton rubrum * MELO E SILVA
folhas hidroalcodlico etal., 2009
Casca Extrato bruto 103 isolados de secre¢do  Taninos condensados  ISHIDA et al.,
vaginal: (polimeros de 2006

- 96 Candida albicans
- 01 Candida parapsilosis
- 01 Candida tropicalis
- 04 Candida sp
-01 género ndo

identificado

proantocianidinas
prodelphinidin e
unidades
prorobinetinidin e
acido galico)
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Antigenotéxica * Extrato etandlico Medula 6ssea de * SILVA-DE-
(antimutagénica) comercial camundongos Mus ANDRADE et
musculus al., 2006
Antiinflamatéria Casca Fragdo soltvel Ratos Wistar albino e Taninos, chalconase LIMA et al,
(artrite) em acetona Camundongos Swiss compostos 1998
triterpendides
Antimicobacteriana Casca Extrato Mycobacterium * OLIVEIRA et
hidroalcodlico tuberculosis al., 2007
Antimicrobiana Casca Extrato Enterococcus faecalis * ORLANDO,
(principalmente hidroalcodlico Kocuria rizophila 2005
antigonorréico bruto Escherichia coli
e antidiarréico) Neisseria gonorrhoeae
Pseudomonas aeruginosa
Shigella flexneri
Candida albicans
Candida krusei

Klebisiella pneumoniae

Staphylocusccus aureus
Antinociceptivo Casca Extrato aquoso Ratos Wistar * MELO et al,
periférico (dor) bruto e Camundongos Swiss 2007
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fracionados

Antioxidante e Casca Extrato etandlico Candida albicans Taninos SOUZA et al,

antimicrobiana C. parapsilosis 2007
C. tropicalis

Antiparasitario Casca Extrato bruto e Herpetomonas * HOLETZ et al,,
fracbes samuelpessoai 2005

Antiprotozoario Casca Extrato bruto Leishmania amazonensis * LUIZE et al,
Trypanosoma cruzi 2005

Anti-séptico Casca Formulagdo de Staphylocusccus aureus Taninos SOUZA et al,
sabonete liquido S. epidermidis 2007

Escherichia coli

Antiviral Casca Extrato bruto Poliovirus e herpesvirus Taninos condensados FELIPE et al.,

aquoso bovino em células em 2006
suspensao

Auséncia de Casca Extrato Drosophila melanogaster * SOUSA et al,
genotoxicidade fitoterapico 2003

Cicatrizacdo de feridas Casca Pomada com Rato * COELHO et al.,
cutaneas extrato aquoso da 2010

casca
Pomada com Rato

Proantocianidinas

HERNANDES et
al., 2010
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extrato da casca Camundongos Mus EURIDES et al.,
Extrato aquoso musculus * 1996
Cicatrizacdo em pele de * Solugdo aquosa Equinos adultos * MARTINS et al.,
equinos 2003
Cicatrizacdo de Ulceras Entrecasca Pomada Pacientes com escaras de Prorobinetinidinase ~ MINATEL et al.,
de decubito (escaras) contendo 3% de nivel I a Il (graus de Prodelfinidinas 2010
fitocomplexo profundidade)
fendlico de
barbatiméo.
Contra infecgBes da Folhas e Extratos Candida albicans, * PEREIRA et al.,
cavidade oral, tais casca etanélico, Streptococcus mutans, 2011; SANTOS
como estomatite, carie butandlico e Staphylocusccus aureus, et al., 2009
dentéria e periodontite. hexanico Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
Controle da cérie dental Casca seca Extrato Streptococcus mitis * SOARES et al
hidroalcodlico Lactobacillus casei 2008
Nao altera ciclo estral e * * Rato * OLIVEIRA;
atividade ovariana VANZELER,

2011
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N&o possui atividade Casca do F2 aquoso Rato Proantocianidina COSTA et al,
genotoxica caule 2010
Hirsutismo, hiperpig- Casca Creme com 6% Mulheres de 18 anos ou * VICENTE et al.,
mentacgdo da pele, do extrato da mais com excesso de pélos 2010
foliculite e acne casca terminais (hirsutismo)
Toxicicidade * Extrato total Ratos Wistar * REBECCA etal.,
2002
Folhas Extrato Camundongos Swiss * ALMEIDA et al.,
hidroalcodlico 2010
Tripanocida Casca Extrato bruto Camundongos * HERZOG-
etandlico SOARES et al.,
2006

(*) dados ndo informados
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2.3. Estudo da variabilidade genética

2.3.1. Variabilidade genética

Para a sobrevivéncia e reproducdo de populagdes de plantas em ambientes naturais
pelo menos dois fatores sdo importantes: a variabilidade genética e a plasticidade fenotipica. E
somente em ambientes extremos, talvez no limite do alcance da espécie, que a sele¢do natural
torna-se forte o suficiente para causar uma mudanca genética mensuravel na populacdo
(PRIMACK; KANG 1989).

A variabilidade genética observada em populagdes naturais, tanto de plantas quanto
de animais, € o resultado de um balanco complexo entre 0s processos de mutacao,
recombinagdo (migracdo ou fluxo génico), deriva genética e selecdo além de fatores como
tamanho populacional, padrdes de cruzamento, distribuicdo geografica de individuos. O termo
recombinacdo € restrito para o fluxo génico do tipo vertical, ou seja, troca génica entre
populacdes. Esta distribuicdo ndo aleatdria de alelos e gendtipos, no espaco e no tempo, de
acOes evolutivas que atuam dentro do contexto de cada espécie e da populacdo é tida como
estrutura genética (HAMRICK, 1982; BEJA-PEREIRA; ALMEIDA, 2005; BOREM, 2005;
HARTL, 2008).

A determinacdo da estrutura genética de uma populacdo depende de fatores
ecologicos que afetam a reproducdo e a dispersdo de seus genes. O processo reprodutivo se
encarrega de manter o padrdo genotipico para as subsequentes geracdes, enquanto a dispersao
de polen e sementes determina os padrdes de dispersdao dos genes dentro e entre populacdes
(LOVELESS; HAMRICK,1984).

E praticamente impossivel estudar todas as espécies de ecossistemas com alta
diversidade, como por exemplo, as florestas tropicais. O estudo de populagdes do ponto de
vista genético tem sua importancia, principalmente para interpretar a comunidade vegetal e
extrapolar os resultados para espécies com caracteristicas semelhantes. Algumas espécies
podem servir de modelo para outras em funcdo das suas caracteristicas como é o exemplo de
Schizolobium parahyba que é uma arborea tipica pioneira da familia Leguminosae, de rapido
crescimento e ampla distribuicdo geografica, com dispersdo anemocérica e polinizagcdo por
abelhas (FREIRE et al., 2007; KAGEYAMA et al., 2003).
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PadrbGes observados de estrutura genética se associam a padrbes reprodutivos e
demogréficos. Espécies com maiores taxas de cruzamento, distribuicdo agregada e alta
densidade populacional apresentam menor divergéncia entre as populacdes do que espécies
com maiores taxas de autofecundacéo e baixa densidade populacional. Em diferentes estagios
sucessionais ndo ocorrem padrfes claros de distribuicdo de diversidade entre e dentro de
populacdes. Espécies tipicamente pioneiras tendem a apresentar taxas mais altas de
cruzamento entre individuos aparentados (endogamia) em relacdo a espécies de outras
categorias sucessionais (KAGEYAMA et al., 2003).

O conhecimento do fluxo génico e a variabilidade dentro e entre as populagdes séo
importantes para conservagdo das mesmas (ZUCCHI, 2002). Neste sentido, varios trabalhos
visando a andlise da estrutura genética das populacGes e a caracterizagdo dos niveis de
diversidade tém sido desenvolvidos a partir da determinacdo de porcentagem de locus
polimérficos, nimeros de alelos por locus e heterozigosidade média.

Todos 0s mecanismos que geram movimento de genes entre uma populagéo e outra
podem ser considerados fluxo génico. Geralmente ocorre dentro das populacdes e também
pode ser sindnimo para migraco. E através do fluxo génico que as mudancas genéticas das
populagdes ocorrem. Porém ele afeta todos os loci da mesma forma (exceto quando a
movimentagdo ocorre de DNA extra nuclear), mas cada locus genético e cada resposta
fenotipica responderdo a diferentes regimes seletivos e processos de mutacdo. Como resultado
disso, alguns loci podem mostrar pouca diferenciacdo geogréafica, enquanto outros extrema
diferenciacdo (SLATKIN, 1985).

Valores relativamente elevados de fluxo génico (Nm) para arvores tropicais sdo
provavelmente associados com o fato de que muitos polinizadores e sementes sdo capazes de
se movimentarem a longas distancias (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Neste sentido, Schaberg et al (2009) consideram que o estreitamento de pools
génicos, ocasionado pela pressao antrépica moderada, diminui o potencial de uma espécie para
se adaptar a novas mudancas ambientais, evidenciando a importancia da variabilidade genética
das espécies para sobreviver ao longo do tempo.

Populagdes pequenas ou que estejam diminuindo de tamanho sofrem endogamia
acelerada e perda da diversidade genética, o que leva a depressdo endogamica e a uma menor

habilidade para se adaptarem as mudancas ambientais. Assim, uma das possibilidades de
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prevencdo da perda da variabilidade genética € o fluxo génico, uma vez que outros fatores
como a mutacdo é um evento mais raro na natureza (PRIMACK; RODRIGUES 2001;
FRANKHAM et al., 2008).

Para estimar os padrdes de variabilidade genética em populac¢des naturais, podem ser
utilizados marcadores moleculares de diversos tipos, de forma rapida e eficiente, visando o
levantamento de dados para tomadas de decisbes na conservacdo de recursos genéticos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Na atualidade, o estudo de diversidade genética tem sido desenvolvido a partir de
marcadores genéticos. A Tabela 3 apresenta algumas espécies arboreas de importancia
econdmica e medicinal e a técnica medicinal utilizada.

Na tentativa de amenizar a perda da variabilidade de S. adstringens um banco de
germoplasma ativo de S. adstringens em uma unidade de conservacdo RPPN (Reserva
Particular do Patriménio Natural), denominada Eco Cerrado Brasil, foi estabelecido por
Corréa na cidade Araxa, MG (2007; CORREA et al., 2011).

2.3.1.1 Estruturacgio de populagdes

A auséncia de panmixia, provoca a estruturagdo das populacdes na medida em que a
probabilidade de reproducdo entre dois individuos quaisquer da populagcdo diminui,
dependendo de fatores biolégicos e geograficos (SOLE-CAVA, 2001).

Segundo Wright, 1978 podemos classificar a estrutura de uma populacdo em trés
tipos principais, dependendo do tipo de disperséo de seus genes. O modelo de isolamento por
distancia, onde a limitacdo da dispers@o ocorre em funcdo da distancia geografica; o modelo
de ilhas, onde a diferenciacdo entre as populacdes ndo depende da distancia entre elas
(filopatria) e 0 modelo passo-a-passo, onde cada subpopulagédo somente pode trocar migrantes
com as populagdes vizinhas.

Neste sentido, o estudo da estruturacdo de populagdes permite direcionar os esforgcos

de conservacdo para uso mais eficiente dos recursos disponiveis.
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Tabela 3. Espécies arboreas de importancia econémica e medicinal estudadas com marcadores

geneticos.
Espécie Técnica molecular Referéncia
utilizada
Acacia senegal AFLP SIRELKHATEM; GAALLI, 2009
Albizia sp AFLP APARAJITA; ROUT, 2010
Araucaria angustifolia AFLP, SSR SOUZA, 2006; STEFENON et al.,
2003; BITTENCOURT; SEBBEN,
2008
Aspidosperma polyneuron AFLP DAMASCENO et al., 2011
Cabralea canjerana SSR PEREIRA et al., 2011
Caesalpinia echinata AFLP CARDOSO et al., 2005
Calophyllum brasiliense AFLP CARNAVALE-BOTTINO, 2006
Cariniana estrellensis SSR GUIDUGLI et al., 2009; 2010

C. legalis
Cassia sp
Cedrela fissilis

Copaifera langsdorffii

Eremanthus erythropappus
Eucalyptus urophylla
Eugenia dysenterica

Eugenia uniflora
Eurycoma longifolia
Gmelina arborea

Hymenaea courbaril

Malus sylvestris

ISSR, RAPD, SSR
SSR
SSR

RAPD
RAPD
RAPD, SSR
AFLP, SSR

SSR
AFLP

SSR

AFLP, SSR

MOHANTY et al., 2010
GANDARA, 2009

MARTINS et al., 2008;
CARVALHO et al., 2010;
TARAZI et al., 2010

FREITAS et al., 2008

PIGATO; LOPES, 2001
ZUCCHI, 2002

FRANZON et al., 2010;
FERREIRA-RAMOS et al., 2008
TNAH et al., 2011

ARAYA et al., 2005

SILVA, 2010; CIAMPI et al., 2008;
FERES et al., 2009

COART et al., 2003



Manilkara huberi
Myracrodruon urundeuva
Myracrodruon urundeuva
Myrcia splendens

Picea abies

Pinus pinea

Plathymenia reticulata
Populus cathayana
Prunus armeniaca
Prunus mume, P. persica
Schizolobium parahyba
Sclerocarya birrea
Sophora toromiro
Tabebuia heptaphylla

Tabebuia roseoalba

CpPSSR

AFLP, fAFLP

SSR

ISSR

AFLP, SSR e ESTP
RAPD, cpSSR, AFLP,
SSAP

RAPD

AFLP

AFLP

fAFLP

RAPD

AFLP

SSR, RAPD

SSR

SSR
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AZEVEDO et al., 2008
FREITAS et al., 2005; 2004
VIEGAS, 2009
BRANDAO, 2008
ACHERE et al., 2005
EVARISTO et al., 2007

LACERDA et al., 2001
CHEN; PENG 2010
HAGEN et al., 2002
WICKERT et al., 2007
FREIRE et al., 2007
MOGANEDI et al., 2011
MAUNDER et al., 1999
MORITA, 2008
MARTINEZ, 2008

SSR (Simple Sequence Repeat ), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), cpSSR
(Chloroplast Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
fAFLP (fluorescence Amplified Fragment Length Polymorphism), SSAP (Sequence Specific
Amplification Polymorphism), ESTP (Expressed Sequence Tags Polymorphism), ISSR (Inter-

Simple Sequence Repeats)
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2.3.2. Marcadores genéticos

Marcadores genéticos podem ser empregados para revelar polimorfismos e avaliar
diferencas entre dois ou mais individuos (BERED et al., 1997), sendo os mais adequados para
0 estudo de populagdes.

Ferreira e Grattapaglia (1998) definiram marcador molecular como: todo e qualquer
fenotipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um
segmento especifico do DNA, correspondentes a regides expressas ou ndo do DNA.

Um locus molecular que apresenta segregacdo mendeliana € considerado um
marcador genetico. Por isso, os marcadores de DNA sdo usados para estudos de genética de
populagdes, mapeamento e analises de similaridade e distancia genetica, visando a
identificacdo de acessos de plantas, animais ou de isolados de um microrganismo ou ainda
para contribuir com estudos de sistematica (LOPES et al., 2002).

Com o desenvolvimento da técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
(MULLIS; FALOONA, 1987) surgiram novos marcadores moleculares. Entre eles, destacam-
se as tecnicas de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990) e
de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (VOS et al., 1995), que sd&o métodos
sensiveis, rapidos, relativamente simples e que revelam vérios loci dispersos pelo genoma e
ndo exigem conhecimento prévio da informacdo genética de sequéncias-alvo, como no caso
dos marcadores microssatélites (SSR - simple sequence repeats) (TAUTZ, 1989).

Uma caracteristica dos marcadores RAPD e AFLP, diferente dos marcadores iso-
enzimaticos, RFLPs (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) e microssatélites, € sua
dominancia. Alelos de um mesmo locus sdo revelados pela presenca ou auséncia de uma
banda que, por sua vez, resulta da amplificacdo de um fragmento de determinado tamanho. No
entanto, ndo é possivel saber se o locus amplificado esta em homozigose ou heterozigose.
Sendo assim, marcadores dominantes, ao contrario dos codominantes, ndo permitem a
distincdo entre gendtipos homozigoticos e heterozigoticos, 0s quais constituem apenas uma
classe, isto €, a que apresenta o alelo amplificado. Os individuos nos quais o alelo ndo é
amplificado constituem a outra classe, considerada homozigética para auséncia da banda,

qualquer que seja o motivo pelo qual o fragmento ndo foi amplificado (LOPES et al., 2002).
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Na atualidade os dois principais marcadores utilizados em estudos de diversidade
genetica sdo AFLP e microssatélite, sendo que a principal vantagem do primeiro € sua ampla
cobertura do genoma, possibilitando trabalhos abrangentes sobre diversidade em populages e
a do segundo é o fornecimento de dados que permitem investigar a estrutura da populacdo
(GAUDEUL et al., 2004).

2.3.2.1. Marcador molecular do tipo AFLP

O método do AFLP associa polimorfismos gerados por enzimas de restricdo e PCR,
onde em um primeiro momento envolve a restricdo do DNA genémico por duas enzimas, uma
de corte raro e outra de corte frequente, gerando um numero extremamente elevado de
fragmentos. Adaptadores sdo adicionados no final dos fragmentos de DNA digerido que véo
parear com iniciadores especificos onde estas sequéncias serdao amplificadas por PCR. A
amplificacdo seletiva é alcancada pelo uso de iniciadores que se estendem aos fragmentos de
restricdo, amplificando apenas os fragmentos em que as extensdes primarias correspondem aos
nucleotideos que flanqueiam a sitios de restricdo. A amplificacdo € seletiva pelo uso de
iniciadores com alguns nucleotidios aleatérios na extremidade 3' (VOS et al., 1995;
FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os fragmentos gerados sdo entdo separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante. O polimorfismo € detectado pela presenca ou auséncia de
fragmentos amplificados e s@o normalmente dominantes. Com esta técnica pode-se detectar
uma variacao consideravel do genoma, no qual se reflete no nimero de produtos amplificados
com uma combinacgdo de iniciadores. A eficiéncia do AFLP em detectar polimorfismo pode
ser maior do que a obtida por RAPD e RFLP (BECERRA; PAREDES, 2000).

Segundo Vos et al (1995), a robustez e a confiabilidade da técnica de AFLP se
devem a combinacdo do RFLP e da técnica de PCR.

Em trabalho realizado por Bertoni et al. (2010), a técnica de AFLP mostrou-se
eficiente para determinar a estrutura genética de populag¢fes naturais de Jacaranda decurrens,
uma espécie medicinal endémica do Cerrado. Trabalho semelhante foi realizado com
populagdes naturais de Eugenia uniflora (pitangueira) (FRANZON et al., 2010). Estes estudos

comprovam que a técnica € uma excelente ferramenta de anélise de diversidade genética em
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populacdes naturais e de valor econémico importante, possibilitando subsidios a programas de
melhoramento e conservacdo genética, pois AFLP é uma tecnica adequada para estimar
diversidade genética devido a sua ampla cobertura do genoma (GAUDEUL et al., 2004).

A diversidade genética de espécies arboreas como Araucaria angustifolia
(STEFENON et al., 2003), Populus cathayana (CHEN; PENG, 2010) e Aspidosperma
polyneuron (DAMASCENO et al., 2011) foram determinadas através do AFLP, com o
objetivo de auxiliar na elaboracdo de planos de manejo e conservagdo das mesmas.

Também em espécies medicinais a técnica tem sido utilizada com sucesso para
determinar polimorfismos. Ma et al. (2010) utilizaram trés combinacdes de iniciadores em oito
populagdes de Achillea millefolium (mil folhas) e Strikic et al. (2010) também utilizaram a

técnica para verificar o nivel de diversidade em Olea europaea (oliveira).

2.3.2.2. Marcador molecular do tipo Microssatélite

Microssatélites formam uma classe de DNA que se caracteriza por sequéncias muito
curtas (2 a 5 pares de bases) repetidas em tandem. Sdo conhecidos também como Simple
Sequence Repeats, ou simplesmente SSR. Para se obter esses marcadores € necessario a
amplificacdo dessas regides microssatélites, via PCR, através de iniciadores especificos,
geralmente de tamanho entre 20 a 25 pb, o que requer a construgéo de bibliotecas genémicas,
selecdo e sequenciamento dos clones positivos e posterior desenho destes iniciadores; porém,
em alguns casos, pode-se utilizar iniciadores ja desenvolvidos para espécies geneticamente
relacionadas, o que chamamos de transferibilidade. S&o seqiiéncias encontradas tanto em
animais como em plantas e constitui uma classe muito polimorfica de marcadores (TAUTZ,
1989).

Segundo Chase et al. (1996), os marcadores moleculares microssatélites sdo
ferramentas Uteis para a construcdo de mapas genéticos, analise de paternidade, fluxo génico,
diagnostico de doencas, investigacdo forense, analise populacional, estudos ecolégicos e
biologia da conservacao.

Comparado com as demais técnicas de marcadores moleculares, os microssatelite
sdo eficientes para detectar polimorfismo em espécies ou individuos de uma mesma

populagéo, apresentando como vantagem a caracteristica de serem codominantes. 1sso é de
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fundamental importancia para serem utilizados em analises genéticas e evolugdo de
populagdes naturais, especialmente em espécies altamente heterozigoticas (ZUCCHI, 2002;
BRONDANI et al., 2006).

A técnica de microssatelite tem sido aplicada com sucesso para varias espécies
tropicais de importancia econémica como: Capsicum annuum (pimentdo), Phaseolus vulgaris
(feijao), Cocos nucifera (coco), Copaifera langsdorffii (copaiba), Hymenaea courbaril (jatoba)
(BUSO et al., 2003), entre outras. Além disso, este marcador foi utilizado, de maneira
vantajosa, para Cariniana estrellensis e C. legalis, 0 que permitiu maior entendimento sobre o
sistema de fecundacdo, fluxo génico, estrutura e dinamica populacional destas espécies,
colaborando para programas de conservacao (GUIDUGLI et al., 2009; 2010).

Além disso, também tem sido utilizado para caracterizar o impacto do isolamento
espacial no fluxo génico, em fragmentos florestais e arvores isoladas, como mostra o trabalho
realizado por Ferreira-Ramos et al. (2008) com Eugenia uniflora (pitanga) e por Martinez
(2008 ) com Tabebuia roseoalba (ipé branco).

Estudos visando a caracterizacdo genética de acessos mantidos em banco de
germoplasma utilizam também marcadores microssatélites. Um exemplo pode ser citado com
a espécie Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (jatoba) cuja diversidade genética e o tamanho
efetivo da populacdo foi determinada a partir de seis loci microssatélites (FERES et al., 2009).

Um conjunto de 24 iniciadores microssatélites de Kirengeshoma palmata foi
desenvolvido para avaliar a estrutura genética de populacdes e padrdo de cruzamento, fluxo
génico, parentesco e dindmica populacional desta espécie criticamente ameacada de extincao e
com potencial medicinal. Estes marcadores foram testados em 37 individuos de quatro
populagdes da China e do Japéo, e 12 se mostraram polimorficos, com o nimero de alelos por
locus variando de dois a oito. Os mesmos iniciadores também apresentaram amplificacdo em
K. koreana (SUN et al., 2010).

Microssatélites também foram desenvolvidos para as espécies medicinais Butia
eriospatha (NAZARENO et al., 2011), Eurycoma longifolia (TNAH, et al., 2011), Halenia
elliptica (ZHANG et al., 2011), Himatanthus drasticus (BALDAUF et al., 2011), Hypericum
perforatum (CORRAL et al., 2011), Cabralea canjerana (PEREIRA et al., 2011), Arrabidaea
chica (FIGUEIRA et al., 2010), Copaifera langsdorffii (CARVALHO et al., 2010) e
Mormodica charantia (WANG et al., 2010).
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2.3.2.3. Tranferibilidade de marcadores microssatélites

Se o desenvolvimento de iniciadores microssatéelites para uma espécie necessita de
alto investimento financeiro, de trabalho e de tempo, por outro lado € possivel transferir
iniciadores desenvolvidos de uma espécie para outra, uma vez que podem ocorrer 0S mesmos
sitios microssatélites entre espécies relacionadas (BARBARA et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2006).

A transferibilidade de microssatélites em plantas € bem sucedida, principalmente
dentro de um género, com frequéncia de sucesso de quase 60% em eudicotiledéneas e perto de
40% em monocotileddneas. Entre géneros, as taxas de transferéncia sdo de aproximadamente
10% para eudicotiledoneas e quase nula para monocotiledoneas (BARBARA et al., 2007).

Brondani et al (1998) tranferiram 100% de iniciadores desenvolvidos entre duas
espécies de Eucalyptus, sendo que, dos 20 locus SSR observados, 12 foram derivados de
bibliotecas gendmicas de E. grandis e oito de E. urophylla, com absoluta transferibilidade
entre as duas espécies. Esta informacdo permite uma rapida e facil troca de informacdes entre
laboratorios que trabalham com eucaliptos, facilitando a pesquisa genética das espécies de
grande importancia econdmica. Mais de 230 iniciadores foram desenvolvidos mais tarde com
0 intuito de fornecer maiores informagdes sobre as espécies dentro deste subgénero com taxa
de transferibilidade de 80% (BRONDANI et al., 2006).

Em trabalho realizado por Nazareno et al. (2009) foram realizadas amplificacfes
heter6logas entre Ficus citrifolia e F. eximia permitindo estudos de parentesco detalhados em
populacOes naturais.

A partir de 180 iniciadores microssatélites desenvolvidos para diferentes espécies,
foram transferidos 23 microssatélites polimorficos para Stryphnodendron adstringens, sendo
dez usados para genotipagem por apresentarem polimorfismo. Foram analisadas cinco
populagdes localizadas no estado de Sdo Paulo e pode-se constatar que as populagdes ndo
estdo estruturadas e apresentando inclusive, alta diversidade (BRANCO et al., 2010).

Iniciadores microssatélites da espécie Butia eriospatha foram transferidos para Butia
catarinensis, que sdo duas espécies ameacadas de palmeiras tropicais da Mata Atlantica
(NAZARENO et al., 2011).
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Em Mormodica charantia, uma espécie de importancia comercial e alimentar, foram
realizados testes de transferéncia com sucesso para as espécies relacionadas Cucurbita pepo,
Luffa cilindrica, Lagenaria siceraria e Cucumis sativus (WANG et al., 2010).

Testes de tranferéncia de microssatélites entre espécies e até entre géneros podem
diminiur muito o custo dos trabalhos e elevar a qualidade da pesquisa, gerando dados efetivos

para a conservacao de espécies naturais.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar geneticamente acessos de populagdes naturais de barbatimao por meio
de marcador molecular AFLP e avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites para
S. adstringens desenvolvidos previamente para outras espécies da familia

Leguminosae/Fabaceae e Sub-Familia Mimosoideae.

3.1. Objetivos especificos

- Extrair e quantificar o DNA de 12 acessos localizados nos estados de S&o Paulo, Minas
Gerais e Goias;

- Identificar combinagdes polimdrficas para marcador AFLP;

- Determinar a estrutura genética de populacdes naturais de barbatiméo a partir de marcadores
AFLP;

- Avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites das espécies Hymenaea courbaril,
Copaifera langsdorffii e Anadenanthera colubrina para S. adstringens;

- Detectar microssatélites polimorficos que sejam eficientes para os estudos de caracterizacéo
da estrutura genética de populagdes em S. adstringens.



35

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta

Foram coletadas folhas jovens em 12 populac¢Ges naturais de S. adstringens, nos
municipios de Botucatu, Cristais Paulista e Paranapanema (SP); Delfindpolis, Luislandia,
Lagoa Formosa, Araxa e Sacramento (MG); Caldas Novas, Cristalina, Sdo Jodo D’Alianca e
Campo Alegre (GO) (Tabela 4 e Figura 2). A escolha das areas de coleta foi aleatéria e a
localizacdo determinada com um GPS (satélite de posicionamento global). O programa de
computador GPS TrackMaker 11.7 (FERREIRA, 2001) foi usado para o calculo das distancias
geograficas entre as populagbes. Todos 0s acessos tiveram exsicatas correspondentes
devidamente preparadas e depositadas no Herbario de Plantas Medicinais da Universidade de
Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

4.2. Extracao do DNA

Tecidos de folhas jovens foram usados para isolar o DNA pelo método do CTAB -
brometo de hexadeciltetrametilamonio (DOYLE; DOYLE, 1987) onde 1000 uL de tampdo de
extracdo (100 mM de Tris HCI pH 8,0; 100 mM EDTA; 1,4 M NaCl; solucdo 2% p/v de
CTAB; solucdo 2% v/v 2 mercaptoetanol; PVP 2% p/v) foram adicionados a 100 mg de
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Folhas, maceradas em nitrogénio liquido, homogeneizado e incubado em banho-maria a 65° C
por 30 min. Apo6s resfriamento da amostra a temperatura ambiente, adicionou-se 200uL de
clorofil (cloroférmio + alcool isoamilico 24:1). O material foi centrifugado a 16000 g durante
dois minutos. A fase aquosa foi coletada e transferida para outro tubo e adicionados 600uL de
isopropanol. Apdés centrifugacdo a 16000 g durante cinco minutos, recuperou-se o sedimento
ao qual foi adicionado tampéo de lavagem (etanol 70% v/v e acetato de amonio 10mM), por
20 minutos em temperatura ambiente.

A centrifugacdo foi repetida a 16000 g durante cinco minutos, o sobrenadante foi
descartado. O sedimento (DNA) foi lavado duas vezes em etanol 70%, seguido de
centrifugacdo a 16000 g durante cinco minutos. Ap6s uma hora de secagem, a temperatura
ambiente, o “pellet” foi ressuspenso em 100uL de &gua Mille-Q. Foram adicionados 2 pL de
enzima RNAse (10 mg/mL) e incubado em temperatura ambiente por até 12 horas. Em

eletroforese em gel de agarose 1% foram analisadas a quantidade e a qualidade do DNA.

Tabela 4. Dados de passaporte dos acessos de S. adstringens para estudo da diversidade

genética.
Cidades Céd. LAT.(S) LON.(W) ALT. N° de
individuos

Araxa - MG (Ar)  19°35’30,5” 47°07°37,3” 982m 20
Botucatu - SP (Bo) 22°55’12,4” 48°28°36,3” 860m 20
Caldas Novas - GO (CN)  17°43°14,8” 48°36’34,4” 697m 08
Campo Alegre - GO (CA) 17°21°142” A47°47°21,4” 949m 20
Cristais Paulista - SP (CP)  20°23°49,6” 47°25’47,9” 991m 20
Cristalina - GO (Cn) 17°00’40,7” 47°13°04,5” 923m 20
Delfindpolis - MG (Del)  20°19°'56,5” 46°48’55,5” 832m 20
Lagoa Formosa - MG (LF) 18°51°12,7” 46°23’48,1” 901m 19
Luislandia - MG (VE) 17°46°25,5” 45°24’55,7” 900m 15
Paranapanema - SP (SPA) 23°24’54,0” 48°33’59,8” 701m 19
Sacramento - MG (Sa) 19°58°36,3” 47°23’25,2” 690m 20
Sao Jodo D’Alianca - GO (SJA) 14°35°31,3” 47°29°19,5” 987m 20
Total de individuos 221
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Figura 2. Locais de coleta das populagdes de S. adstringens (Fonte: GPS TrackMaker 11.7
FERREIRA, 2001).
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4.3. Preparaciao do material para analise por AFLP
4.3.1. Digestao do material

As enzimas EcoRI e Msel (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) foram
utilizadas para a digestdo dupla de 200ng de DNA gendmico de cada acesso. Para as reac0es
de digestdo foram utilizadas 5U de cada uma das enzimas, 0,5 uL de 100X BSA (Bovine
Serum Albumin), 5 uL de 10X OPA (One-Phor-All buffer PLUS). As reacbes foram
realizadas em termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.) durante trés horas a 37° C e 15

minutos a 70° C.

4.3.2. Ligacao aos adaptadores

Ao término da digestdo, os fragmentos foram ligados a adaptadores EcoRI e Msel
complementares aos sitios de corte. Para estas reacdes foram utilizados 10 uL de cada amostra
do passo anterior acrescentados de 6,7 uL de &gua MilliQ, 1 uL de adaptador EcoRlI, 1 uL de
adaptador Msel, 1 uL de 10X Buffer Ligase e 0,33 uL de enzima T4 DNA Ligase. As reagdes

OTM

foram realizadas em termociclador PTC-100"™ (MJ Research, Inc.) durante trés horas a 23° C.

4.3.3. Pré-amplificaciao

Os fragmentos ligados foram pré-amplificados com iniciadores contendo uma base
seletiva, EcoRI-A/Msel-T com a seguinte reacdo: 2,5 uL de DNA digerido e ligado aos
adaptadores, 1 uL de 10X Buffer B, 0,6 uL de MgCl; (25mM), 0,4 uL de Mix dNTPs, 0,3 uL
de enzima Taq DNA polimerase (5 U/uL), 0,5uL iniciador Eco RI (25 ng/uL) + oligo seletivo
A e 0,5 uL iniciador Msel (25 ng/uL) + oligo seletivo T acrescidos de 4,2 uL de agua MilliQ
para um volume final de 10 pL.

As reacdes de pré-amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC-100™ (MJ
Research, Inc.) e seguiram as seguintes etapas: 2 minutos a 94°C, 26 ciclos de 1 minuto a
94°C, 1 minuto a 56°C, 1 minuto a 72°C e ao final dos ciclos uma etapa de extensdo de 1

minuto a 72°C. O material resultante destas reacGes foi estocado a -20°C.
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4.3.4. Amplificacao seletiva

Os produtos de PCR da pré-amplificacdo foram utilizados como um modelo para a
amplificacdo seletiva em que iniciadores com trés nucleotideos seletivos foram adicionados a
extremidade 3' dos iniciadores. Véarias combinag¢Ges foram testadas e as trés combinacGes que
permitiram o maior nimero de bandas polimorficas detectadas foram utilizadas: EcoRI -
AGA/Msel-TC, Eco RI-AAT/Mse I-TC e Eco RI-AGT/Mse I-TTC. A amplificacdo seletiva
seguiu com a seguinte reacdo: 1,5 uL de DNA pré-amplificado, 10X Buffer B, 25 mM de
MgCly; 25 mM de Mix dNTPs, 5 U/uL de enzima Tag DNA polimerase, 25 ng/uL de
Iniciador EcoRI + trés bases seletivas e 25ng/uL de Iniciador Msel + trés bases seletivas com
combinagdes acima citadas e acrescidos de agua MilliQ para completar um volume final de
20uL.

As reacOes de amplificacdo seguiram as seguintes etapas: 2 minutos a 94° C, 12
ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 65° C, 1 minuto a 72° C; 23 ciclos 30 segundos
a 94° C, 30 segundos a 56° C, 1 minuto a 72° C. Os produtos de amplificacdo foram estocados
a-20° C.

Apos a amplificacdo seletiva, foram adicionados 8 ul de tampédo de carregamento
(10 uL de formamida deionizada, 200 uL de 0,5 mM EDTA, pH 8,0; 10 mg de azul de
bromofenol e 10 mg de cianol xileno) ao resultado de cada reagdo. Posteriormente, as
amostras foram desnaturadas a 95° C por cinco minutos e imediatamente transferidas para o
gelo. Os produtos de amplificagédo foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida 6%
com tampéo TBE - Tris-Borato-EDTA- 1X (Tris 0,89 M; acido bérico 089 M; EDTA 0,02 M
diluidos em um litro de agua). A eletroforese foi realizada em voltagem constante de 80 W e
temperatura maxima de 50° C por quatro horas. O gel foi corado com solucdo de nitrato de
prata e revelado em carbonato de sddio segundo protocolo descrito por Creste et al. (2001). O

tamanho das bandas foi determinado por um marcador de peso molecular 50-pb (Promega).
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4.3.5. Analises estatisticas

Os dados binarios obtidos a partir do AFLP foram utilizados para estimar as
freqUéncias alélicas, os quais foram submetidos a uma analise de variancia que permite a
decomposicao da variancia genética total em seus componentes entre e dentro de populagdes
(AMOVA), possibilitando a avaliacdo da estruturacdo da variabilidade, conforme proposto por
Excoffier et al. (1992). A andlise descritiva da variabilidade total foi obtida pelo calculo da
porcentagem de locus polimorficos e o indice de diversidade de Nei (1978). O UPGMA foi
usado para a anélise de agrupamento e a avaliacdo da divergéncia genetica entre as populagdes
estudadas através das distancias genéticas de Nei (1978). Os programas POPGENE (YEH et
al., 1999), GENES (CRUZ, 2006) e TFPGA (MILLER, 1997) foram utilizados para estas

anélises.

4.4. Ensaios de amplificacdo dos marcadores SSR heterologos

4.4.1. Populacdes de S. adstringens utilizadas no experimento de transferéncia de

microssatélites de Anadenanthera colubrina

O DNA de quatro populagdes naturais de S. adstringens foi selecionado, dos
municipios de Paranapanema e Cristais Paulista, (SP); Araxa, (MG); Campo Alegre (GO)
(Tabela 5).

Tabela 5. Dados de passaporte dos acessos de S. adstringens utilizados no experimento de
transferéncia de microssatélites de Anadenanthera colubrina.

Cidades Céd. LAT.(S) LON.(W)  ALT. N° de
individuos
Paranapanema - SP (SPA)  23°24’54,0” 48°33’59,8”  701m 01
Campo Alegre - GO (CA) 17°21°14,2” 47°47°21,4”  949m 01
Cristais Paulista - SP (CP) 20°23°49,6” 47°25°47,9” 991m 02
Araxa - MG (Ar) 19°35’30,5” 47°07°37,3” 982m 01

Total de individuos 05
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4.4.2. Populagoes de S. adstringens utilizadas no experimento de transferéncia de

microssatélites de Hymenaea courbaril e Copaifera langsdorffii

O DNA de cinco populacBes naturais de S. adstringens foi selecionado, dos
municipios de Botucatu, (SP); Delfinopolis, Lagoa Formosa, (MG); Caldas Novas e Campo
Alegre (GO) (Tabela 6).

Tabela 6. Dados de passaporte dos acessos de S. adstringens utilizadas no experimento de
transferéncia de microssatélites de Hymenaea courbaril e Copaifera langsdorffii.

Cidades Coéd.  LAT. (S) LON. (W) ALT. N° de

individuos
Botucatu — SP (Bo) 22°55’12,47  48°28’36,3”  860m 02
Delfinopolis — MG (Del) 20°19°56,5”  46°48°55,5”  832m 02
Caldas Novas — GO (CN)  17°43'14,8”  48°36°34,4” 697m 08
Campo Alegre - GO (CA) 17°21°14,2”  47°47°21,4”  949m 02
Lagoa Formosa — MG (LF) 18°51°12,7”  46°23’48,1” 901m 02
Total de individuos 16

Folhas jovens de H. courbaril e C. langsdorffii, coletadas na Colecdo de Plantas
Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), foram

usadas para comprovar a eficiéncia dos iniciadores testados.

4.4.3. Iniciadores utilizados

Foram utilizados 20 pares de iniciadores microssatélites (Tabela 7) desenvolvidos
para a espécie Anadenanthera colubrina, nove desenvolvidos para Hymenaea courbaril
(Tabela 8) e oito desenvolvidos para Copaifera langsdorffii (Tabela 9). Este trabalho foi
desenvolvido no Laboratorio de Conservagdo de Recursos Genéticos Florestais da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (USP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e no laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Biotecnologia de Plantas Medicinais da Universidade de

Ribeirdo Preto (UNAERP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os marcadores microssatélites foram
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gentilmente cedidos pela Prof* Dr* Ana Lilia Alzate Marin do Departamento de Genética da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sado Paulo — USP.

Tabela 7. Locus microssatélite, repeticdo, sequéncia de iniciadores, tamanho esperado do
alelo e temperatura de anelamento dos iniciadores da espécie Anadenanthera colubrina
testados para transferéncia em S. adstringens (Feres*, 2011).

Locus Repeticao Sequéncia dos iniciadores (5°-3) TEA T°C
SSR

Acol 01  (AT)e F GGTGAGATAGCTGAAGTTCG 181 50
R GAATTTCAACTCCCCATG

Acol 02  (CTT)s F TGGCTATCACTCTCGGACTTC 181 57
R CATAATGCAAACCGATGACC

Acol 03  (AATT), F TTAAGACCCCGCACAAAC 150 50
R CTATTCAAGTTCCTGCAAATTA

Acol 04  (AT);G(AT),T(AT), F GATGGTGGGCAAAGTGAG 246 50
R GAAGCCGCATGTATAAGAGT

Acol 05  (GA),A(GA), F TGGACTTTTGCACTGGACAC 234 58
R CCCACCCACCTAGAACTGTC

Acol 06  (AT),AG(AT), F TGGGAATGTGCATGAGAAAG 166 58
R CTCGTGAATTTTCGGGTGT

Acol 07  (CA), F GCTTGCCTTATTATCACACCA 166 57
R GGGGAAACTTGGTAACATGG

Acol 08  (CA), FATGTTAGTGTGATGGCC 222 53
R CTGACTGAAAGGCTTAA

Acol 09  (CT)1(AT), F CCAGGGTCCTCTCAGATTG 160 58
R ATGCTCCTCTCAACACACC

Acol 10  (TG)3C(GT)15(GA),0 F CGTATGTAGGTGGACTTAATATGC 190 54
R GCATGAAAGAAAGCTAATCACTC

Acol 11  (CA) F GGAAATGCAAGATCAGAGGCTC 200 60
R GTTTGGTTGATTGAGGATGTCCT

Acol 12 (TA) F CCCCACATTTAGAACAGGAG 118 58
R CCACCTTGGATGATGTTTC

Acol 13 (AG)ss F CTTATTGCCTACTCCCTAACC 139 58
R GCATGGGGTCTTGATCC

Acol 14  (GA)n F GCGATACCCCCTTGATG 183 54

R GGCGAATGACCATCTTATC



Acol 15 (GA)10

Acol 16  (TC)11(CA)sAA(CA)s

Acol 17  (AG)y

Acol 18 (TG)1o

Acol 19 (CT)s(CCCTCT)4(CT)15(AC);
Acol20  (GT),GGG(TG)s

F CATATGTCCAATCAGGTTAGAC
R CTCATTTGGTGACTGTAAGC

F AAGGTCCAAGGGTTATGC

R GGACGTTCTCTTGTCATGC

F ACTCTCGACAACAAGTAATTCAAC
R CAACAGCCAATGACAATGATG
F GTCAGGTATTCAATCTTCTACGT
R CACCATACCTCCACCTCATC

F GACTGAAACCATTCTTTTATC
RTGTTGCGTATGTGGGTG

F CAACCGCCACCATCAAAC

R AGTATACCAGTAGATCACAAGGATG

124

220

182

160

163

136

58

58

58

52

52

56

43

TEA: Tamanho esperado do alelo.

* FERES, J.M. (Departamento de Genética - Faculdade de Medicina - Universidade de S&o
Paulo — USP, Ribeirdo Preto/SP). Comunicacgéo pessoal, 2011.
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Tabela 8. Locus microssatélite, repeticdo, sequéncia de iniciadores, tamanho esperado do
alelo e temperatura de anelamento dos iniciadores da especie Hymenaea courbaril testados
para transferéncia em S. adstringens (CIAMPI et al., 2008).

Locus Repeticao Sequéncia dos iniciadores (5°-3") TEA T°C
SSR
Hc06 (CT)as F AACCGAGTCTCCCTCCATCT 54-124 60
R TGTCACAAGAATAGCAAGGGAG
Hcl2 (TC)nr F TGTTCCAATTTATGTCCATGGTT 146-214 60
R TGGATGGTTGTGAAGAAAAGG
Hcl4 (TC)17 F CATTCTGCCATCGGTAGGTT 121-153 58
R TCACCCAAACAGGAGTGAA
Hcl7 (TC)13 F TGATTTCATTCCCCTCTTGC 108-130 58
R GGTCAAAGAAAATGCTGGCT
Hc25 (TC)as F TGCAATTCGACTTCTTGGTT 110-192 58
R AAACACCGATTGACATTGTTTT
Hc33 (AG)16 F GAACAAATCAACTTTCTTTGAAGC 108-160 58
R TTGACGCTTATTTTGCACCA
Hc34 (TG)o(AG)12 F CCAGCCCATGACGAAGT 186-220 58
R GGTGTCGTGTTGTGTATGGC
Hc40 (AG) F CCTCTCTCCCAAATTCACGA 155-209 60
R TGCAATAGAATTTCCGAGGC
Hc42 (CA)T(AG) 19 F TGGCTAAAAGTTGGGAGGGT 115-171 60

RTTCCCCCTTTTCATGTTGTC

TEA: Tamanho esperado do alelo.
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Tabela 9. Locus microssatélite, repeticdo, sequéncia de iniciadores, tamanho esperado do
alelo e temperatura de anelamento dos iniciadores da espécie Copaifera langsdorffii testados

para transferéncia em S. adstringens (CIAMPI et al 2000).

Locus Repeticiao Sequéncia dos iniciadores (5°-3") TEA T° C
SSR
CLO1 (AG),4 F AGACTCCATTCTTCCACAGC 174-226 56
R CTGTCTTCTCTCTGCAACCA
CLO02 (TC)ys F CCTCGATCCTCCTTGTGTTC 183-331 56
R TCAGTTCGGATAGCGATGC
CLO6 (TC)a F GAGCGTTGCAAGGAATTTCT 130-174 54
R CGAAACTTGCATGCGGATA
CL20 (AG)x F ACCAATCTCAATCATCGAGC 85-165 56
R ACCAATCTCAATCATCGAGC
CL27 (TC)ys F GAATATACAATGCACCGCAA 182-240 54
R CTCCAAAAGCCATGCAAG
CL32 (AG),4 F GTGAGAGTATGGAATGTAAC 150-222 50
R TAGTCATGAAAATAGGAGTG
CL34 (AG)33 F TGTTGACATGACACTAATTA 183-259 50
R ACAACCGACTTATTGGA
CL39 (TC)z4 F GCAGCTGTTCTCTTGTGACT 102-156 56

R CAAGAATCCGTGACTTCATC

TEA: Tamanho esperado do alelo
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4.4.4. Amplificacio dos loci microssatélites

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador modelo PTC ™ -100
(MJ Research Inc.). Em cada reacdo foram utilizados: 10 ng de DNA gendmico; 1 uL de
tampédo de reacdo livre de MgCl, [75 mM Tris—HCI pH 9.0, 50 mM KCI e 20 mM
(NH4)2S04]; 50 mM de MgCly; 0,25 uM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2,5 uM de
cada iniciador microssatélite e 1 U de Tag DNA polimerase. Um controle negativo foi
utilizado em cada reacéo.

Com a finalidade de avaliar a temperatura ideal para transferéncia e aperfeicoar as
condicbes de amplificacdo para cada iniciador, foram realizadas diversas reacbes de PCR
testes variando: as condicdes de temperatura de anelamento (46° C a 60° C); concentracGes de
DNA (10 a 25 ng), de MgCl, (12,5 a 15 uM), dos iniciadores (1,75 a 6 uM) e da enzima Taq
DNA polimerase (0,1 a 0,24 U)

As sequéncias das condicdes de amplificacdo foram as seguintes:

a) Para os locus Acol e Hc: 1 ciclo 94° C por 5 minutos, 30 a 35 ciclos 94° C por 1
minuto, 48-60° C por 1 minuto, 72° C por 1 minuto, 1 ciclo 72° C por 10 minutos, 20°
C indefinidamente.

b) Para os locus CL: 1 ciclo 96° C por 2 minutos, 28 ciclos 94° C por 1 minuto, 46-60° C

por 1 minuto, 72° C por 1 minuto, 1 ciclo 72° C por 7 minutos, 22° C indefinidamente.

4.4.5. A eletroforese

O produto amplificado foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida néo
desnaturante a 10 % (20 mL): 1,4 mL de glicerol, 9,72 mL de agua destilada, 6,7 mL de
solucdo acrilamida/bis-acrilamida (29:1), 2,0 mL de TBE (10X), 15 uL de TEMED, 300 uL de
solucdo de persulfato de amonio. Os géis polimerizados foram colocados em um sistema
vertical de eletroforese Power Pac 3000 (BioRad) contendo tampdo TBE 1X com uma fonte
de voltagem constante ajustada a corrente de 100 Volts, 400 mA e 100 Watts por 1h e 30
minutos, tempo otimizado para uma boa separacdo dos fragmentos amplificados. Um
marcador de peso molecular 100 pb (Promega) foi aplicado no gel para determinar o tamanho

das bandas.
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4.4.6. Coloracao do gel com nitrato de prata e secagem

A coloracéo do gel foi feita de acordo com o protocolo adaptado de Sanguinetti et al.
(1994). Apds a retirada das placas de vidros e dos espagadores, o gel foi colocado em um
recipiente de vidro contendo 200 mL de solucéo fixadora (160 mL de etanol (PA), 7,0 mL de
acido acético glacial (PA) e 833 mL de agua), adicionados de 3,0 mL de solucdo de nitrato de
prata (2 g de nitrato de prata, 10 mL de agua destilada) e agitou-se por 5 minutos. A solucao
foi descartada e o gel lavado em agua por cerca de dez segundos, agitando levemente e a agua
foi descartada.

Para a revelacdo do gel foram utilizados 200 mL de solugéo reveladora (22 g de
NaOH, 1 litro de agua), vertida cuidadosamente no recipiente contendo o gel juntamente com
1,5 mL de formaldeido, sendo submetido a agitacdo por alguns minutos até que as bandas se
revelassem nitidamente. A solucdo reveladora foi descartada e a reacdo bloqueada com a
lavagem direta do gel em 200 mL de solucdo fixadora. Os géis foram secos em papel celofane

para analise e posterior armazenagem.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Marcador AFLP
As trés combinagdes de iniciadores de marcadores AFLP utilizados produziram 255
bandas, das quais 92,94% foram polimorficas. O nimero minimo e méaximo de bandas por

iniciador foi de 53 e 128 bandas, respectivamente (Tabela 10 e Figura 3).

Tabela 10. Combinacdes de iniciadores usados para obtencdo de marcadores AFLP de S.
adstringens.

Bandas Polimorficas

Combinacgoes de Numero total de Numero de
iniciadores bandas bandas %
polimorficas
E-AGA+M-TC 128 122 95,31
E-AAT+M-TC 74 70 94,59
E-AGT+M-TTC 53 45 84,90
Total 255 237 -
Média 85 79 92,94

A populacdo de Cristalina apresentou maior porcentagem de loci polimorficos
(87,35%), seguida da populacdo Luislandia de (45,85%). A menor variabilidade foi
encontrada em Caldas Novas (22,92%) e as demais ficaram na média (34,3%) (Tabela 11). A

porcentagem de loci polimorficos entre as populagfes do estado de Goiés foi alta (92,09%) em



49

comparagdo com as populagdes dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais (56,52% e 69,17%,

respectivamente).

Figura 3. Gel de poliacrilamida a 6% para analise de AFLP pela combinagdo
E+AGT/M+TTC.

As distancias genéticas de Nei (h) variaram entre 0,0825 e 0,3189 e o indice de
Shannon (1) entre 0,2417 e 0,4718. Independentemente do indice utilizado, os acessos de
Caldas Novas apresentaram menor diversidade, enquanto que os de Cristalina maior
variabilidade (Tabela 11). A correlagéo entre os dois indices foi 0,999.

A variabilidade dentro das popula¢es foi bem maior (70,93%) do que entre as
populagdes (29,06%), com um valor de Fst = 0.2906, que indica uma alta estruturacdo
populacional (Tabela 12). Quando as populagdes foram separadas em trés grupos, referentes
aos estados onde ocorreram as coletas (GO, SP e MG), foi possivel observar que as
populagdes de S&o Paulo e Minas Gerais estdo mais estruturadas do que a populagdes do
estado de Goias (Fst = 0,2809, Fst = 0,2901 e Fst = 0,2383, respectivamente). Os dados
genéticos obtidos neste trabalho estdo coerentes com as observacdes ambientais, uma vez que,
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0 bioma dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais encontram-se mais fragmentados do que o
de Goiés.

Tabela 11. Estatistica descritiva basica de 12 populacdes de S. adstringens por marcadores
AFLP.

Populagdes n na P h I
Araxa 18 1,3281 32,81 0,1061 0,1605
Botucatu 20 1,3597 35,97 0,1276 0,1893
Caldas Novas 08 1,2292 22,92 0,0825 0,1219
Campo Alegre 19 1,3518 35,18 0,1115 0,1694
Cristais Paulista 20 1,3399 33,99 0,1131 0,1687
Cristalina 20 1,8735 87,35 0,3189 0,4718
Delfinopolis 20 1,3202 32,02 0,1121 0,1663
Lagoa Formosa 19 1,3676 36,76 0,1092 0,1683
Luislandia 13 1,4585 45,85 0,1624 0,2417
Paranapanema 18 1,3597 35,97 0,1136 0,717
Sacramento 18 1,3202 32,02 0,0956 0,1458
Séo Jodo D’Alianca 20 1,3399 33,99 0,1073 0,1618
Total 213

Tamanho medio da amostragem (n) numero de alelos observados (na) e porcentagem de loci
polimérficos (P), diversidade genética de Nei (1978) (h) e indice de Shannon (1). Resultados
obtidos pelo programa POPGENE (YEH et al., 1999).

Resultados semelhantes quanto a estruturacdo de populagbes foram descritos em
outras espécies a exemplo de Aspidosperma polyneuron (DAMASCENO et al., 2011), de
Jatropha curcas (PECINA-QUINTERO et al., 2011), Sclerocarya birrea (MOGANEDI et al.,
2011) e de Eremanthus erythropappus (FREITAS et al., 2008).
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Os dados obtidos com AFLP, realizados com barbatimdo, corroboram com 0s
trabalhos de Glasenapp (2007) desenvolvidos com marcadores bioquimicos do tipo isoenzimas
e 0 de Branco et al (2010) que trabalharam com microssatélites os quais também encontraram
indices altos de variabilidade dentro das populaces.

Espécies tipicamente alégamas apresentam alta variacdo intrapopulacional e a
divergéncia dentro das populacfes é inversamente proporcional ao fluxo génico, ou seja,
quanto maior o fluxo génico, menor a divergéncia dentro das populacdes (LOVELESS;
HAMDRICK, 1984).

O indice de fixagdo de alelo no presente trabalho (Fst = 0,2906) apresentou valor
acima de 0,25 sendo superior ao limite proposto por Wright (1978), indicando um valor de
estruturacdo populacional muito alto. Este dado é alarmante, pois populagdes estruturadas
frequentemente sdo formadas por espécies em declinio, oriundas de ambientes degradados
com regides fragmentadas, que ndo permitem mais a troca de seus genes (SOLE-CAVA,
2001).

Segundo Frankham et al. (2007), valores de Fst maiores que 0,15 geralmente
indicam fragmentacdo da populacdo e quanto maior este valor, menor é a capacidade de
dispersdo, aumentando a probabilidade destas populagdes se tornarem endogamicas. Os
mesmos autores relatam que o endocruzamento e a perda da diversidade genética s&o
inevitaveis em pequenas populagdes. Em curto prazo elas reduzem a reprodugdo bem como a
sobrevivéncia e, em longo prazo, diminuem sua capacidade de evoluir em resposta as
mudancas ambientais, aumentando o risco de extincao.

Outras espécies medicinais do Cerrado como Anemopaegma arvense (Fst = 0,283)
(BATISTINI, 2006), Eugenia dysenterica (Fst = 0,250) (ZUCCHI et al., 2003) e Calophyllun
brasiliense (Fst = 0,26) (CARNAVALE-BOTTINO, 2006) tambem apresentaram alta
estruturacdo populacional, sendo um indicativo de regides de biomas fragmentados.

Entretanto, outros trabalhos realizados com barbatiméo, utilizando isoenzimas e
SSR, mostraram um indice de fixacdo de alelo moderado, em niveis de 0,0578 e 0,070,
respectivamente (GLASENAPP, 2007; BRANCO et al., 2010). Provavelmente, este resultado
esta relacionado ao fato destes acessos estarem localizados em ambientes menos antropizados

e, consequentemente, menos fragmentados.
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A determinacdo da estrutura genética de uma populacdo depende de fatores
ecologicos e da dispersdo de seus genes. O processo reprodutivo € um dos responsaveis por
manter um padr@o genotipico para as subsequentes geracdes, enquanto a dispersdo de pdlen e
sementes determinam os padrfes de dispersdo dos genes dentro e entre populagdes
(LOVELESS; HAMRICK, 1984). Portanto, vé-se a necessidade de trabalhos que
correlacionem os dados genéticos com os fatores ecoldgicos para a eleboracdo de diagndsticos
precisos dos impactos de fragmentacdo do Cerrado e, consequentemente, estabelecer

estratégias de conservacdo das espécies de interesse.

Tabela 12. Analise Molecular de Variancia (AMOVA) entre e dentro de uma amostragem das
populacgdes de S.adstringens baseada em marcadores AFLP.

Fontede G.L. S.Q. S.Q.M. Componentes de % do p Estatistica
variacao variancia Total de -PHI;
variacao
Entre 11 1252,56 113,87 5,65 29,06 <0,001  0,2906
populacdes
Dentrode 201 2775,19 13,80 13,80 70,94 - -
populacgdes

Total 212 4027,75

G. L., grau de liberdade. S. Q., soma dos quadrados. S. Q. M., soma dos quadrados médios. p,
nivel de significancia da estimativa de variacdo genética, utilizando 1000 permutagdes.
Estatistica PHI;, variacdo genética estimada para fonte de variacdo, andloga a estatistica- Fst
de Wright. Resultados obtidos pelo programa GENES, 2006.

A partir das estimativas de fluxo génico encontrado em S adstringens (N, = 1,13),
pode-se inferir a ocorréncia de deriva genética na espécie (Nn <1,0 seguindo Wright 1940;
1943). Segundo Hartl e Clark (1997), para que haja uma homogenizacdo de alelos entre
populagdes, é necessario um numero de migrantes acima de quatro, por geracdo, para que as
mesmas funcionem como populagdes panmiticas.

PopulacGes de outras espécies de arvores endémicas das regides de Cerrado que nédo
se encontram em areas fragmentadas como, por exemplo, Caryocar brasiliense e Plathymenia
reticulata apresentam fluxo génico elevado (Nm = 5,16 e Nm = 3,5 respectivamente) e baixa
estruturacdo populacional (Fst = 0,02 e Fst = 0,123 respectivamente) (MELO-JUNIOR et al.,
2004; LACERDA et al., 2001).
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InformacOes sobre a extensdo do fluxo génico entre as populacdes tem sua
importancia para determinar se a espécie necessita de programas de conservacao para prevenir
a endogamia e a perda da diversidade genética (FRANKHAM et al., 2008).

O Método da Média Aritmética ndo Ponderada (UPGMA) reuniu as populagdes de
barbatimdo em trés grupos (Figura 4). O padrdo espacial determinado pelo teste de Mantel
com base em 1000 permutagbes foi de 0,33 (P = 0,1899), indicando ndo haver correlacéo
significativa entre as distancias geogréaficas e genéticas.

A distancia minima entre as populacgdes foi de 49,51 km, porém nenhuma correlacéo
foi encontrada entre as distancias genéticas e geograficas. Este dado sugere que a estrutura das
populagdes de S. adstringens pode seguir o modelo de ilhas proposto por Wright, em que a
diferenciagdo entre as populagdes ndo depende da distancia que as separam, podendo ter sido
originadas de uma Unica populagdo ou por outras ilhas, sem relagdo particular com sua posicao
espacial (SOLE-CAVA, 2001; SLATKIN, 1985).

Diferentes tipos de pressdo de selecdo e rara troca de genes entre populacdes
geograficamente distintas podem ser uma das causas de falta de correlacdo genética e
geografica, isso foi constatado com a espécie Populus cathayana (CHEN; PENG, 2010).

Os resultados apresentados neste trabalho com S. adstringens sugerem que as
populagdes estudadas estdo se diferenciando por processos estocésticos, independentes da
distancia geografica. Os efeitos da deriva genética podem ser devido a antropizacédo e ao baixo
fluxo génico.

Segundo Primack e Rodrigues (2001), ha pelo menos 14 fatores que podem pré-
disponibilizar uma espécie a se tornar vulneravel ou extinta e 0 enquadramento em um ou
mais destes fatores j& representa um risco de extin¢do. Quanto ao barbatim&o, o fato de a
espécie estar localizada em area de ocorréncia limitada (endémica do Cerrado), de suas
populagdes serem pequenas e estarem em declinio, de possuir potencial econdmico de
exploracdo (fornecimento de matéria prima para industria farmacéutica) e, além disso, de
apresentar baixa variabilidade genética entre suas populagdes € possivel afirmar que se trata de
uma espécie vulneravel a extingdo, necessitando de medidas urgentes em relacdo a sua
conservacao.

Embora a fragmentagcdo do Cerrado tenha se iniciado h& apenas sessenta anos, o

bioma tem sofrido com constantes pressdes antropicas tais como: queimadas, invasdes para
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sua ocupacdo com moradias de forma irregular e a agricultura, pecuaria, retirada de lenha e de
espécies medicinais, além da introducdo de especies exoticas (RIBEIRO et al., 2007
RIBEIRO, et al 2005). Esta fragmentacédo afeta o potencial de dispersdo e a recolonizacao das
espécies, bem como compromete a presenca de polinizadores (FRANKHAM et al., 2008).

Baixo nimero de loculos de sementes, em frutos colhidos na populacdo de
barbatimdo localizada em Cristalina, ocorreu devido a reducdo de polinizadores,
principalmente em funcdo dos altos niveis de fragmentacdo desta regido. Também foram
observados frutos com muitas sementes estéreis, malformadas ou abortadas, sugerindo que as
pressdes ocorridas pelo habitat podem ter afetado a qualidade destas sementes (CORREA et
al., 2011; CORREA, 2007).

Um primeiro banco de germoplasma ex situ de S. adstringens, localizado em Araxa,
MG, na Reserva Particular do Patrimoénio Natural (RPPN), chamado Ecocerrado-Brasil, foi
organizado a partir de plantas produzidas por sementes coletadas nas doze populacdes
relacionadas a este estudo, onde as populacBes situadas em Luislandia/MG e Campo
Alegre/GO foram consideradas como fornecedoras de plantas elite para producédo de taninos,
por possuirem alto teor de fendis (CORREA et al., 2011; CORREA, 2007).

Caldas Novas (GO)

Botucatu (SP)

Delfindpolis (MG)

Sdo J. da Alianca (GO)

Paranapanema (SP)

Campo Alegre (GO)

Lagoa Formosa (MG)

Sacramento (MG)

Cristais Paulista (SP)
Araxa (MG)
Luislandia (MG)

Cristalina (GO)

01

Figura 4. Dendrograma das populagdes de S. adstringens.
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5.2. Ensaios de transferéncia dos iniciadores do tipo Microssatélite

5.2.1. Microssatélites Acol (Angico)

Entre os 20 iniciadores testados, apenas dez foram transferidos para o barbatiméo e
somente o iniciador Acol 11 apresentou polimorfismo em dois alelos, o que € um resultado
insuficiente para realizar a genotipagem da espécie (Figura 5).

Resultado semelhante foi encontrado por Branco et al (2010), quando trabalharam
com barbatimé&o, estes autores avaliaram a transferéncia de 98 iniciadores de microssatélites
desenvolvidos para as espécies Eucalyptus grandis, Eugenia dysenterica, Prunus avium,
Annona cherimoya e Melaleuca alternifolia e Schizolobium parahyba e obtiveram a

transferéncia de 23 iniciadores, sendo que apenas dez foram polimérficos para S. adstringens.

5.2.2. Microssatélites He (jatoba) e CL (copaiba)

N&o houve transferéncia em nenhum dos iniciadores Hc (jatobd) e CL (copaiba)
testados.

Na Figura 6 pdde-se observar a amplificacdo dos iniciadores de C. langsdorffii em
uma amostra da mesma espécie retirada da colecdo da UNAERP, indicando que o0s
procedimentos de PCR e eletroforese foram conduzidos corretamente.

A transferéncia de microsatélite é afetada por varios fatores como: tamanho,
complexidade do genoma e se estes pertencerem ou ndo a regides codificantes. Além disso,
uma transferéncia bem sucedida também ndo depende somente da proximidade filogenética
entre as espécies (BARBARA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006)
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Figura 5. Gel de poliacrilamida com quatro dos 20 pares de iniciadores testados. 1 a 5 — Acol
5; 6 a 10 — Acol 10; 11 a 15 Acol 11; 16 a 20 — Acol 13. 1, 6, 11, 16: populacdo
Paranapanema/SP; 2,7,12,17: populacdo Campo Alegre/GO; 3 ,8 , 13, 18: populagdo Cristais
Paulista/SP- 1; 4,9,14,19: populacdo Cristais Paulista/SP- 2; 5, 10, 15, 20: populacio
Araxa/MG.

Figura 6. Gel de poliacrilamida com amplificacGes de iniciadores SSR de C.langsdorffii.
Numeros impares correspondem as amplificacdes de DNA de C.langsdorffii (Cop) e nimeros
pares correspondem as amplificacdes de DNA de S. adstringens (Barb). A: marcador
molecular; 1- CL01 Cop; 2- CLO1 Barb; 3- CL02 Cop; 4- CL02 Barb; 5- CL06 Cop; 6- CL06
Barb; 7- CL20 Cop; 8- CL20 Barb; 9- CL27 Cop; 10- CL27 Barb; 11- CL32 Cop; 12- CL32
Barb; 13- CL34 Cop; 14- CL34 Barb; 15- CL39 Cop; 16- CL39 Barb.
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6. CONCLUSOES

A informacao gerada por este trabalho mostra que o marcador AFLP é eficiente para
determinar a variabilidade genética encontrada nas popula¢des naturais de Stryphnodendron
adstringens.

A variabilidade genética de barbatimdo é maior dentro das populacGes do que entre
as mesmas, apresentando-se estruturadas, muito provavelmente devido a fragmentacdo do
bioma em que se encontram.

Os iniciadores de Anadenanthera colubrina que foram transferidos para
Stryphnodendron adstringens néo apresentaram polimorfismo suficiente para dar continuidade
a investigacéo.

E necessério iniciar o desenvolvimento de marcadores microssatélites para a espécie
Stryphnodendron adstringens.

Os dados gerados por este trabalho poderdo ser utilizados no estabelecimento de

estratégias de conservacao dessa espécie medicinal do Cerrado.
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