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ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA E QUIMICA DE Uncaria tomentosa
Willd. ex Roem. & Schult. E Uncaria guianensis Gmell. DE POPULACOES
NATURAIS LOCALIZADAS NA AMAZONIA. Botucatu, 2016, 86p. Tese (Doutorado
em Agronomia/Horticultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista.

Autora: Isabela Cristina Gomes Honorio

Orientadora: Profa. Dra. Ana Maria Soares Pereira

Coorientadora: Profa. Dra. Bianca Waléria Bertoni

RESUMO

Uncaria tomentosa Willd. ex Roem. & Schult. e Uncaria
guianensis Gmell. s&o plantas medicinais nativas da Amazonia, utilizadas na medicina
tradicional com acdo anti-inflamatoria, sofrem pressao antrépica como o desmatamento e
extrativismo predatdrio para uso e necessitam de cuidados em relacdo a conservacao. U.
tomentosa é uma das plantas medicinais que compde a lista da relacdo nacional de
medicamentos essenciais (RENAME) disponibilizada pelo Ministério da Salde para os
municipios brasileiros, através do Sistema Unico de Sadde (SUS) e a U. guianensis apesar
de ndo estar nesta lista apresenta também alcaloides oxindolicos pentaciclicos, como
marcadores quimicos, sendo utilizada popularmente como anti-inflamatoria e sua
ocorréncia na natureza € maior quando comparada a U. tomentosa. Os objetivos desse
trabalho foram avaliar a diversidade genética e quimica entre os individuos de U.
tomentosa e U. guianensis por marcador molecular SRAP (Sequence-Related Amplifield
Polymosphism) e quantificar os alcaloides oxinddlicos pentaciclicos mitrafilina e
isomitrafilina em folhas por HPLC. A coleta do material foi feita nos estados do Acre,
Amazonas, Amapa e Para. Para ambas as espécies foram coletadas oito populacdes, em
municipios distintos com 20 individuos cada. A genotipagem de U. tomentosa foi realizada
utilizando trés combinacdes de primers e os fragmentos submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida. A genotipagem de U. guianensis foi realizada usando quatro
combinacg6es de primers e os fragmentos analisados no equipamento 4300 DNA Analyser
LI-COR®. A quantificacdo dos alcaloides oxindolicos pentaciclicos mitrafilina e

isomitrafilina foi realizada de acordo com método ja descrito na literatura com algumas



modifica¢bes. Nas populagdes avaliadas de U. tomentosa a variabilidade genética foi maior
dentro (75%) das populacGes do que entre elas (25%). O valor de Fst foi de 0,246,
evidenciando que as populacGes estdo estruturadas em Modelo de Ilhas. A maior
porcentagem de locus polimorficos (95,68%) e a maior diversidade genética foram
encontradas na populacao coletada no municipio de Mancio Lima - AC. O fluxo génico foi
considerado restrito (Nm=1,57) e ndo houve correlacdo entre as distancias geogréfica e
genética. Para a espécie U. guianensis, a variabilidade genética também foi maior dentro
das populac6es (81%) do que entre elas (19%). O valor de Fst foi de 0,188, 0 que mostra
que as populagdes estdo se aproximando do Modelo de Ilhas. A maior porcentagem de
locus polimérficos (90,21%) e a maior variabilidade genética foram verificadas na
populacdo coletada no municipio de Mazagdo-AC. O fluxo génico foi considerado baixo
(Nm = 2,57) e houve fraca correlacdo entre as distancias geogréafica e genética, portanto
considerada ndo significativa. A maior concentragdo dos alcaloides mitrafilina (11,17
mg.g1.PS) e isomitrafilina (2,99 mg.g*.PS) em U. tomentosa foram encontradas nos
individuos da populacdo de Tarauaca-AC e em U. guianensis foi de 1,09 mg.g*.PS de
mitrafilina e 0,29 mg.g™.PS de isomitrafilina encontradas na populacio de Boca do Acre-
AM. Além disso, para essa espécie, foi possivel quantificar mitrafilina em apenas 24,8%
dos individuos e a isomitrafilina em 20,4% dos individuos estudados. Conclui-se que a
conservagdo de ambas as especies devera ser realizada com a coleta de um maior nimero

de individuos nas popula¢Ges com maiores variabilidades genética e quimica.

Palavras-Chaves: Unha-de-gato, conservacdo, SRAP, Plantas medicinais, alcaloides.



STUDY OF CHEMICAL AND GENETIC DIVERSITY OF Uncaria tomentosa
Willd. ex Roem. & Schult. AND Uncaria guianensis Gmell. NATURAL
POPULATIONS LOCATED IN THE AMAZON. Botucatu, 2016, 86p. Tese
(Doutorado em Agronomia/Horticultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Universidade Estadual Paulista.

Author: Isabela Cristina Gomes Hondrio

Advisor: Prof. Dr. Ana Maria Soares Pereira

Co-advisor: Prof. Dr. Bianca Waléria Bertoni

SUMMARY

Uncaria tomentosa Willd. ex Roem. & Schult. and Uncaria guianensis
Gmell. are medicinal plants natives from Amazonia state, used in the ocidental medicine
for its anti-inflammatory effect, which are suffering from the actions of mankind by
deforestation and predatory extraction, requesting care for their conservation. U. tomentosa
is one of the medicinal plants that make up the national ratio of the list of essential drugs
(RENAME) made available by the Ministry of Health to the municipalities through the
Unified Health System (SUS) and U. guianensis although this is not list also features
pentacyclic oxindole alkaloids, as markers, being popularly used as anti-inflammatory and
its occurrence in nature is higher compared to U. tomentosa. The objectives of the present
study were to evaluate the chemical and genetical diversity between individuals of U.
tomentosa and U. guianensis by molecular marker SRAP (Sequence-Related Amplifield
Polymosphism) and quantify pentacyclic oxindolic alkaloides mitraphylline and
isomitraphylline in leaves via HPLC. Samples were collected in the states of Acre,
Amazonas, Amapa and Para. For both species, 20 samples were collected from each of the
eight populations coming from different locations. The genotyping of U. tomentosa was
realized by using the combination of three primers and the fractions submitted to an
electrophoresis in acrylamide gel. The genotyping of U. guianensis was realized by using
the combination of four primers and the fractions analyzed with a 4300 DNA Analyser LI-
COR®. The quantification of pentacyclic oxindole alkaloides mitraphylline and
isomitraphylline were realized by using the existing method with some modifications. The

U. tomentosa populations showed higher genetic variability inside the same population



(75%) than between different populations (25%). The value of Fst was 0,246, showing that
the populations are following the Island Model. The highest percentage of polymorphic
locus (95,68%) and the highest genetic diversity were found in the population from Mancio
Lima - AC. The gene traffic was considered restrictive (Nm=1,57) and there was no
correlation between geographic and genetic distances. For U. guianensis, the genetic
variability was higher inside same populations (81%) than between different populations
(19%). The value of Fst was 0,188, showing that the populations are coming close to the
Island Model (modelo de ilhas). A higher percentage of polymorphic locus (90,21%) and a
higher genetic variability were confirmed in the population colected in Mazagéo - AC. The
gene traffic was considered low (Nm = 2,57) and as having a weak correlation between
geographic and genetic distances and, therefore, considered not significant. The highest
alkaloid concentrations of mitraphylline (11,17 mg.g>.PS) and isomitraphylline (2,99
mg.g™.PS) in U. tomentosa were found in samples of the population from Tarauacé - AC
and in U. guianensis samples showed alkaloid concentrations of 1,09 mg.g*.PS of
Mitraphylline and 0,29 mg.g™.PS of Isomitraphylline in the population from Boca do Acre
- AM. Besides that, to this species, it was possible to quantify mitraphylline in only 24.8%
of individuals isomitraphylline and 20.4% of subjects studied. It’s concluded that the
conservation of both species should be done with the collection of a greater number of
individuals in populations with higher genetic and chemical variability.

Keywords: Cat’s clow, conservation, SRAP, medicinal plants, alkaloids.



1. INTRODUCAO

A humanidade sempre encontrou na natureza solugdes para 0s
seus problemas de saude. O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é
tdo antigo quanto a espécie humana. Durante milénios, plantas medicinais
corresponderam a cerca de 90% dos remédios utilizados para o alivio e cura das doencas
(CUNHA et al., 2003).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que
80% da populacdo mundial fizeram, em algum momento, uso de plantas medicinais na
busca de alivio de algum sintoma desagradavel, sendo que, pelo menos, 30% foram
prescritos por médicos (MARTINS et al., 2003). A mesma Organizacdo divulgou no
inicio da década de 1990 que entre 65 a 80% da populacdo nos paises em
desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos
cuidados basicos de saide (VOLPATO, 2005). Além disso, a OMS também reconhece
que o conhecimento tradicional sobre produtos da biodiversidade é um importante
instrumento no desenvolvimento de novos farmacos, os quais deverdo ser Uteis no
combate de doencas que assolam as populacbes que habitam os paises em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Entre 1981 e 2010, 54% das novas drogas aprovadas pela FDA
(Food and Drug Administration) provinham de fontes naturais. Desse percentual, 4%
eram produtos naturais, 22% derivados de produtos naturais, 13% produzidos
totalmente por sintese, mas 0 modelo do composto ativo era proveniente de um produto
natural e 15% vém de uma fonte bioldgica isolado de um organismo ou célula
(NEWMAN e CRAGG, 2012).

O custo do desenvolvimento de novos farmacos é elevado,
estima-se que em meédia para obter uma droga considerando o inicio da pesquisa até a
sua comercializacdo é de mais de um bilhdo de dolares, sem levar em conta 0s gastos
com aprovagdes em drgdos competentes (MUNQOS, 2009).

A opcéo de conduzir pesquisas a partir da indicagdo de plantas
utilizadas por comunidades diminui o percurso do desenvolvimento de uma nova droga,
ja que os pesquisadores dispdem, antes mesmo de iniciarem os estudos cientificos, uma

indicacdo de qual atividade bioldgica determinada droga poderia apresentar.



As grandes fontes de biodiversidade sdo as florestas tropicais,
localizadas em paises em desenvolvimento como o Brasil, detendo aproximadamente
um terco da flora mundial. Porém, sdo os paises como EUA, Japdo e alguns do
continente Europeu os que mais lucraram com a comercializacdo de produtos naturais
oriundos dessas florestas (KLEIN et al., 2009). O Brasil, por ser um pais com amplo
patriménio genético, tem a possibilidade de realizar grandes estudos sobre a utilizagdo
da biodiversidade das espécies medicinais e seus compostos ativos em prol do avango
na sadde, priorizando a preservagio e conservacio desses recursos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Desde a década de 2000 ha crescente interesse de grupos de
pesquisa buscando comprovar e validar cientificamente o potencial terapéutico das
espécies nativas. No entanto, o nimero de trabalhos biotecnoldgicos, agronémicos,
etnobotanicos e fitoquimicos ainda sdo reduzidos, quando comparados ao valioso
conhecimento empirico de raizeiros e ao grande acervo genético vegetal encontrado nos
biomas brasileiros. Cerca de 8% da flora nativa foram estudadas na busca de compostos
bioativos e somente 1.110 espécies vegetais foram avaliadas de alguma forma quanto as
propriedades medicinais (GUERRA e NODARI, 2001).

As florestas tropicais possuem a metade de cerca de 500.000
espécies de plantas que se estima existirem no mundo, das quais menos de 1% foram
pesquisadas em relacdo as suas atividades farmacoldgicas (MARTINS et al., 2003).

A floresta Amazonica é a maior floresta tropical do mundo e
ocupa uma regido de aproximadamente 6,7 milhdes de km?. Cerca de 60% da floresta,
aproximadamente 4,1 milhdes de km?, se encontra em territorio brasileiro. O bioma
Amazonia ocupa 49% do territério nacional, com 1,5 milhdo de espécies vegetais
catalogadas (IBGE, 2015). A riqueza bioldgica desse bioma € tdo grande que incorpora,
total ou parcialmente, elementos de 49 das 200 ecorregides mundiais (OLSON et al.,
2000).

Os paises amaz6nicos, com apoio de todo 0 mundo, tém uma
responsabilidade imensa em conservar esse patriménio mundial e garantir a prote¢do da
biodiversidade e o fornecimento de servigos essenciais para a qualidade de vida e
manutencdo do clima do planeta em longo prazo (ARPA, 2010). Com isso torna-se
necessario que haja trabalhos de conservacdo das espécies medicinais da Amazonia,

visto que esse bioma estd em constante mudanca, pela acdo do extrativismo



desenfreado, ocasionando perdas irreparaveis de material vegetal, que possivelmente
ainda nem foram catalogados e devidamente estudados.

Atualmente, inumeros estudos com plantas medicinais s&o
associados a biotecnologia, podendo agregar valores nos produtos gerados. Técnicas de
biologia molecular permitem a deteccdo da variabilidade genética entre individuos e/ou
populagdes, contribuindo assim para a determinagdo de individuos a serem conservados
(SOUZA, 2006). Neste contexto, a avaliacdo da diversidade genética de plantas
medicinais € essencial, uma vez que é necessario relacionar variacfes genotipicas e
fenotipicas com a variabilidade morfologica e quimica das espécies a serem estudadas
como possiveis fitomedicamentos (FALK et al., 2001).

Dentre as técnicas moleculares para andlise do DNA, o
marcador do tipo SRAP (Sequence-related amplified polymorphism) vém sendo
bastante utilizado por combinar simplicidade, confiabilidade, reprodutibilidade e
facilidade no sequenciamento das bandas selecionadas. Além disso, tem como alvo
sequéncias de codificacdo no genoma (LI e QUIROS, 2001).

Como as técnicas biotecnoldgicas podem ser alternativas viaveis
para programas de conservacdo, o objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade
genética em diferentes populagcdes de Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer &
Schultes) DC. e Uncaria guianensis (Alblet) J. F. Gmell por meio do marcador
molecular SRAP, e a diversidade quimica com a quantificacdo dos alcaloides

oxindolicos pentaciclicos (AOP), mitrafilina e isomitrafilina em HPLC.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Uncaria

A familia Rubiaceae inclui 400 a 500 géneros e 6000 a 7000
especies (JOLY, 1979; CRONQUIST, 1981; GARCIA-KIRKBRIDE, 1982;
BARROSO et al., 1986). Engloba espécies em todas as regides climaticas do mundo,
sendo que a maioria ocorre nas regides tropicais (GARCIA-KIRKBRIDE, 1982),
subtropicais e, também, de clima temperado (CRONQUIST, 1981). E encontrada em
todas as altitudes e possui habito variado, podendo ser classificada como arvore de

grande, médio ou pequeno porte, arbusto, erva perene ou anual e ocasionalmente



trepadeira (DE CANDOLE, 1830; SCHUMANN, 1889; DWYER, 1980). O género
Uncaria apresenta espécies de grande significancia, que merecem destaque para a
realizacdo de estudos em diversas areas.

A familia Rubiaceae produz alcaloides pertencentes a mais de
dez classes distintas, com destaque para os isoquilinicos, quinolinicos e os inddlicos
(CORDELL et al., 2001). Segundo Both (2005) 37 géneros de Rubiaceae sintetizam
alcaloides.

Dentre as plantas com expressivo potencial terapéutico e
econbémico que ocorrem nas florestas tropicais, em especial na Amazonia, estdo as
espécies pertencentes ao género Uncaria. Este género integra a tribo Coptosapelteae
(LAUS, 2004), mais especificamente a subtribo Mitragyninae (KEPLINGER et al.,
1999), a subfamilia Cinchonoidae (MUR et al., 2002).

Ainda ndo existe consenso entre os botanicos em relacdo ao
namero de espécies que compde o género Uncaria, enquanto Dwyer (1980), Shultes et
al. (1990) e Soukup (1987) mencionam 60 espécies, Gentry (1993) relata existirem 50.

O género Uncaria reline espécies com expressivo potencial
medicinal a exemplo de U. formosana, U. guianensis, U. macrophylla, U.
rhynchophylla, U. sinensis e U. tomentosa (FALKIEWICZ e LUKASIAK, 2001).
Dentre estas espécies as mais comercializadas e utilizadas mundialmente sdo U.

guianensis e U. tomentosa.

2.2. Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis

2.2.1. Descricéo

Alguns autores consideram que a espécie Uncaria tomentosa é
originaria do Peru e Coléombia (MAC BRIDE, 1936), foi descrita pela primeira vez
como Nauclea aculeata HBK e somente em 1830 foi denominada Uncaria tomentosa,
como ¢ conhecida atualmente. O termo “tomentosa” provém da observagdo de nervuras
proeminentes na parte abaxial das folhas, que tém aparéncia de veias finas (VILCHES,
1997). E popularmente conhecida como unha de gato (DESMARCHELIER et al.,
1997), denominagdo relacionada a morfologia da planta, que apresenta espinhos no

caule que sdo semelhantes a unhas (CHENG et al., 2007), embora também apresente



outros nomes populares como, gabarato (DE FEO, 1992), vilcacora, samento
(FALKIEWICZ e LUKASIAK, 2001), saventario (REINHARD, 1999), jupinda e
espera-ai (PEREIRA e LOPES, 2006).

A espécie Uncaria guianensis foi descrita pela primeira vez em
1775 nas Guianas como Ourouparia guianensis (Aublet) e depois de duas décadas, a
nomenclatura foi modificada para Uncaria guianensis a qual permanece inalterada até
os dias atuais (VILCHES, 1997). Popularmente é conhecida como ufia de gato, ufia de
gavilan, gabarato colorado, gabarato casha (ARELLANO, 1994), unganangui
(RUTTER, 1990), tambor huasca, ancayacu (GENTRY, 1993), paraguayo e ancajsillo
(VILCHES, 1997).

2.2.2. Habitat

U. tomentosa possui folhas perenes, as flores amarelo-
esbranquicadas e os espinhos sdo pontiagudos de consisténcia lenhosa, que facilitam a
sua aderéncia as cascas e ramos das arvores (KEPLINGER et al., 1999; GANZERA et
al., 2001). E uma trepadeira gigante cuja altura, da planta adulta, pode atingir entre 10 a
30 metros (MIRANDA et al., 2001). O diametro da base do cipé de plantas adultas, que
ja floresceram, varia de 5 a 40 cm (GUEVARA, 1995). Individuos com 5 a 8 cm de
diametro de DAP (didmetro na altura do peito) fornecem em média de 0,3 a 0,5 kg de
casca seca. Como em geral, plantas com esses didametros apresentam entre 20 a 25 m de
comprimento, rendem de 8 a 10 kg de cascas secas (MIRANDA et al., 2001; SILVA
2008). As cascas do cipé sdo utilizadas ha pelo menos 2000 anos na medicina
tradicional de algumas tribos peruanas, especialmente os Ashaninka (PILARSKI et al.,
2006), povo a quem tambem é atribuido o nome de Kampa (PIMENTA, 2005).

U. guianensis € uma trepadeira que atinge de 5 a 10 metros e
apresenta diametro da base de 4 a 15 cm, o cipd é mais rasteiro do que trepador por
apresentar espinhos em forma de gancho em cada axila foliar, o que dificulta a
aderéncia em outras plantas (GUEVARA, 1995). Quando cresce isolado, fora da mata,
forma uma pequena touceira de hastes mais ou menos verticais de até 5 m de altura.
Suas folhas sdo simples, opostas, pecioladas, membranaceas, de 5-10 cm de
comprimento. As Inflorescéncias sdo glomérulos axilares, pedunculadas, de forma
globosa, com flores amarelo-esbranquicadas (LORENZI e MATOS, 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Uncaria tomentosa: a) Caule, b) Espinhos, ¢) Face abaxial das folhas,
mostrando as nervuras com aparéncia de “veias finas” d) Inflorescéncia, €) Sementes.
Uncaria guianensis: f) Caule, g) Espinhos, h) Folhas, i) Fruto. Fonte: Ana Maria

Soares Pereira.

2.2.3. Distribuicao geogréafica

A espécie U. guianensis é encontrada entre 08°04°00”N-
17°32°00S e 44°56°00”E - 78°25742”W, e em altitudes de 7 - 1.010 m sendo estas
areas localizadas na Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa,
Peru, Suriname e Venezuela. Enquanto a distribuicdo de U. tomentosa estd entre
15°30°00”N-13°36°00S e 51°58°00”E - 89°00”00”W e em altitudes de 5 - 750 m em
areas que abrangem Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador, Guatemala,
Guiana, Guiana Francesa, Honduras, Nicaragua, Panama, Peru e Venezuela
(ZEVALLOS-POLLITO e TOMAZELLO FILHO, 2010). No Brasil a espécie U.
guianensis é encontrada nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato
Grosso, Par4, Rondo6nia, Roraima e Tocantins, enquanto U. tomentosa esta
predominantemente distribuida nos estados do Acre, Amapa, Amazonas e Para
(PEREIRA e LOPES, 2006).
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2.2.4. Etnofarmacologia e atividade farmacoldgica

As duas espécies sdo utilizadas por povos tradicionais da
Amazonia para o tratamento de varias doencas como, por exemplo, asma, artrite,
dermatite, diabetes, gastrite, gonorreia, inflamacdo das vias genito-urinarias,
irregularidades do ciclo menstrual, processos virais, tumores (benigno e maligno) e
ulceras (VILCHES, 1997).

Estudos etnofarmacologicos realizados com a espécie U.
tomentosa mostram que popularmente é usada para o tratamento de abcessos, asma,
artrite, doencas da pele, doencas infecciosas, ferimentos profundos, gastrite, inflamacgéo
em geral, reumatismo, tumores malignos, Ulceras gastricas, na recuperacao pos-parto, na
prevencdo de doencas em geral, purificador dos rins e nas irregularidades do ciclo
menstrual (AQUINO et al., 1991; DE FEO, 1992; AQUINO et al., 1997; SHENG et al.,
1998; KEPLINGER et al., 1999; CUNHA et al., 2003; GARCIA PRADO et al., 2007;
LORENZI e MATQS, 2008).

Em razdo da tradicionalidade de wuso, de pesquisas
farmacologicas que comprovam sua eficacia terapéutica, bem como dos estudos
fitoquimicos e analiticos que possibilitam o controle de qualidade de medicamentos
produzidos a partir de U. tomentosa e U. guianensis, 0 uso destas espécies tem sido
estimulado por programas governamentais que visam o atendimento primario a salde.
Assim, a espécie U. tomentosa foi incluida no rol de plantas descritas nas monografias
de plantas medicinais da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1997) e na Relagédo
Nacional de Medicamentos Essenciais do governo brasileiro (RENAME, 2013)
(BRASIL, 2013).

Estudos farmacologicos realizados com extratos de U.
guianensis e U. tomentosa comprovaram os efeitos antioxidante, antidiabético,
antimicrobiano, anti-inflamatério, imunoestimulante, anticincer e anti doenca de
Parkinson (ZHANG et al., 2015).

Além dos dados etnofarmacologicos, Varios ensaios
farmacoldgicos realizados in vitro e in vivo com U. tomentosa comprovaram as
atividades antioxidantes (DREIFUSS et al., 2013), anticancer (PILARSKI et al., 2010),
anti-inflamatoria (ROJAS-DURAN et al.,, 2012), antimicrobiana (CCAHUANA-
VASQUEZ et al, 2007), antiherpética (CAON et al., 2014), contraceptiva
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(NOGUEIRA NETO et al., 2011), neuroprotetora (SHI et al., 2013) e antidiabética
(DOMINGUES et al., 2011).

2.2.5. Fitoquimica

O mais importante grupo de metabolitos secundarios
encontrados nas espécies U. guianensis e U. tomentosa sdo os alcaloides, 0s quais estdo
divididos em tetraciclicos inddlicos (corinanteina, diidrocorinanteina, hirsuteina e
hirsutina), oxinddlicos (rinchofilina, isorinchofilina, corinoxeina, isocorinoxeina,
rotundifolina e isorotundifolina), os pentaciclicos indoélicos (acuamigina, augustina,
augustolina, isoamalicina, tetrahidroalstonina) e oxindodlicos (especiofilina, mitrafilina,
isomitrafilina, pteropodina, isopteropodina e uncarina F) e os glicoindélicos (3a-
diidrocadambina e dolichantosina) (LAUS et al., 1997; FALKIEWICZ e LUKASIAK,
2001; LUNA-PALENCIA et al., 2013). O alcaloide mitrafilina é considerado o
marcador quimico dos medicamentos produzidos a partir de U. tomentosa e U.
guianensis.

Alem dos alcaloides, também se destacam o0s heterosideos
triterpénicos derivados do acido quindvico, e os polifendlicos, em especial taninos
(PAVEI et al., 2012; SHENG et al., 2005).

Ambas as espécies apresentam quimiotipos quanto a presenca e
auséncia dos alcaloides pentaciclicos e tetraciclicos e esses variam também de acordo
com a época do ano em que a planta é coletada (PENALOZA et al., 2015; REINHARD,
1999). Embora haja similaridade entre os metabdlitos secundarios presentes em U.
tomentosa e U. guianensis existem algumas substancias que sdo produzidas por uma e
ndo pela outra, um exemplo é o flavonoide canferitrina presente nas folhas e ramos de
U. guianensis que tem sido considerado um marcador quimico para diferenciar estas
espécies (VALENTE et al., 2009).

O teor de alcaloides totais em plantas micropropagadas de U.
tomentosa, apds aclimatacdo varia de acordo com a idade, sendo que plantas com seis
meses sdo mais produtoras do que plantulas com dois meses ou com dois anos. O teor
de alcaloides tetraciclicos é maior em plantulas mais jovens enquanto os pentaciclicos
séo mais acumulados em plantas mais velhas (LUNA-PALENCIA et al., 2013).
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2.2.6. Caracteristicas relevantes das espécies alvo

Essas espécies sdo proprias de climas Umidos tropicais e
subtropicais, necessitando para seu desenvolvimento de temperaturas e precipitacoes
médias anuais de 17 a 25,7°C e 1200 a 6000 mm, respectivamente (ZEVALLA e
ZEVALLOS, 1996). Desenvolvem-se em solos de origem aluvial de textura franco-
arenosa ou franco-argilosa (SHUNKE, 1998), com pH variando de fortemente &cido a
ligeiramente alcalino, com abundante matéria organica, em areas de pouca drenagem ou
alagadas (ZEVALLOS et al., 2000).

Ambas crescem em varios geoambientes, sendo que o ndmero
de individuos por hectare varia em média de 33 em vérzea, 10,7 em capoeira e 1,7 em
terra firme (MIRANDA et al., 2001). A espécie U. tomentosa ocorre em solo rico em
matéria organica, em areas de florestas primarias, restingas e as margens dos cursos de
agua, enguanto U. guianensis cresce em florestas secundarias, capoeiras, nas margens
de rios e estradas. Apresenta elevada capacidade de colonizar &reas antropizadas e
degradadas, é considerada invasora em areas de pastagem abandonadas e no Brasil nas
regides de ocorréncia natural é encontrada em maior abundéncia e frequéncia do que U.
tomentosa (GUEVARA, 1995; MIRANDA et al., 2001).

Foi realizado levantamento de ocorréncia de U. tomentosa na
microrregido do vale do Jurua, no Acre, que abrange as comunidades de Alto
Pentecostes em Cruzeiro do Sul, Seringal Sdo Salvador em Mancio Lima e Reserva
Indigena Ashaninka em Marechal Traumaturgo, nessas areas foi estimada producédo de
13 kg de casca seca por hectare, o diametro médio das plantas foi de 5,4 cm, sendo o
namero de individuos por hectare de 17 em varzea, 44 em capoeira e 1 em terra firme
(MIRANDA et al., 2003). O mesmo estudo para U. guianensis mostrou estimativa de
199 kg/ha de casca seca, sendo este valor 15 vezes maior do que o estimado para U.
tomentosa. O didmetro médio das plantas foi de 2,8 cm, sendo o nimero de individuos
por hectare em véarzea de 62, em capoeira de 97 e em terra firme de 4,8 (MIRANDA et
al., 2003).

Niveis de sombreamento interferem no desenvolvimento inicial
da U. tomentosa. A condi¢cdo de 55 a 60% de sombra favorece o desenvolvimento em
altura e 0 acumulo de biomassa (LUNZ et al., 2014). Apresenta fototropismo positivo,
sendo a luminosidade mais necessaria para o desenvolvimento de individuos mais

jovens localizados em é&rea de regeneracdo natural (CANALES-SPRINGETT et al.,
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2013a). A regeneracdo natural de U. guianensis em areas antropizadas ¢ influenciada
pela quantidade de luz que chega no sub bosque ou na vegetagéo rasteira, sendo esse
fator especialmente significativo para as plantas mais altas, mas a porcentagem de
iluminacdo ndo precisa ser excessiva e abundante (CANALES-SPRINGETT et al.,
2013b).

O crescimento das plantas, em altura, ndo € influenciado por
niveis de precipitacdo e altitude, mas principalmente pela fertilidade do solo que deve
ser rico em matéria organica e nos elementos N, P, K, Ca e Mg e pH entre 5,3 a 6,1
(TOREJON e QUILIANO, 2007; MECHAN et al., 2007).

A floracdo de U. tomentosa ocorre em torno do més de
setembro, a frutificacdo e maturagdo dos frutos entre outubro e novembro e a disperséo
das sementes em janeiro e fevereiro. O principal agente polinizador sdo os insetos e
apos a polinizacdo, o desenvolvimento dos frutos até o estadio de maturacédo ocorre de
seis a oito semanas. A espécie é perenifolia e o ciclo para a producdo de sementes é
anual (FLORES, 1995; MIRANDA et al., 2001). J& o periodo de floragdo e frutificacdo
de U. guianensis, na floresta Peruana, ocorre de fevereiro a maio e de abril a junho,
respectivamente (FLORES, 1995; QUEVEDO, 1995) e no estado do Acre, no vale do
Rio Jurud, a floracdo se da de fevereiro a abril, a frutificacdo de maio a junho e a
maturagdo do fruto, bem como a disperséo da semente de maio a agosto (MIRANDA et
al., 2001).

A producdo de mudas por sementes € viavel para U. tomentosa,
entretanto as plantas produzidas por propagagdo sexuada apresentam significativa
variabilidade quimica. O tamanho das sementes varia de 2 a 4 mm e sdo fotoblasticas
positivas. Podem ser conservadas em camara fria a temperatura de 10°C e quando
armazenadas em saco de papel, em ambiente seco e escuro, a temperaturas menores de
25°C perdem a viabilidade com o passar do tempo, variando de 65 a 84% com 10 dias
de armazenamento para 47 a 58% com 120 dias (GUEVARA,1995; INDACOCHEA e
POLLITO, 1999). A propagacdo da U. guianensis também pode ser feita atraves de
sementes, sendo a porcentagem de germinacdo varidvel entre 25 a 85% (GUEVARA,
1995; PEREIRA e LOPES, 2006) e quando as sementes sdo introduzidas in vitro
apresentam germinacdo de 90% (PEREIRA et al., 2006). Ha relato de que plantas
advindas de sementes apresentam grande variabilidade quanto & morfologia e teor de
metabolitos secundarios (TORREJON, 1997).
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Além da propagacdo por semente, a multiplicacdo também pode
ser realizada pela técnica de micropropagacao, que é apontada como promissora para
obtencdo de plantas em larga escala com interesse industrial. Nesse contexto, ha varias
descricdes de introducdo in vitro de U. tomentosa, entretanto ndo foi publicado até o
momento um protocolo de micropropagacdo que mostre a viabilidade da producdo em
escala comercial, como por exemplo utilizando sistema de imersdo temporaria
(biorreatores) (FERIA-ROMERO et al.,, 2005; PEREIRA et al., 2006; LUNA-
PALENCIA et al., 2013).

A producéo de clones por técnicas biotecnoldgicas é certamente
a alternativa mais vidvel para garantir uma padronizacdo de matéria prima das espécies
de Uncaria. Além da variabilidade quimica encontrada nos individuos, ha relato de trés
variedades de U. tomentosa, as quais diferem entre si apenas pela coloracdo do cortex,
recém cortado, e pela coloracdo da raiz. Assim, estdo classificadas como coloracdo do
cerne cinza esbranquicado, marrom amarelado e vermelho escuro (KEPLINGER, 1982).
Outra diferenca relevante entre essas espécies, do ponto de vista citogenético, é que U.
guianensis apresenta cromossomos maiores e mais heterocromatina em seu ndcleo
(TEPPNER et al., 1984).

2.2.7. Mercado e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos

A casca de Uncaria tem sido comercializada por precos muito
variados. No Perl entre 1996 e 1998 foram exportadas em média 300 toneladas de casca
seca, compradas das comunidades tradicionais por US$ 0,90 o quilo e exportadas para
os Estados Unidos a US$ 3,90 e de acordo com o Ministério da Agricultura do Perd, no
ano de 2000 a exportacdo de unha de gato foi de cerca de 135 toneladas
(SPIEGELFELD, 2005; MIRANDA, 2005). No Brasil, no estado do Acre, a exportacao
de U. tomentosa foi intensificada a partir do ano 2000, sendo a coleta estimada em 20
toneladas da planta por ano (LIMA, 2005).

De modo geral, o lucro da comercializacdo de produtos
advindos da floresta coletados de forma extrativista, por comunidades tradicionais, ndo
chega as maos destes grupos étnicos ficando concentrado nos agentes que encaminham
a matéria prima para a industria e/ou grandes centros de distribuicao.

O Peru e EUA iniciaram na década de 80, a comercializacéo, 0s
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estudos farmacologicos e o desenvolvimento de patentes com as espécies Uncaria
tomentosa e Uncaria guianensis, enquanto o Brasil apenas no ano 2000 comegou a
considerar a importancia desses recursos genéticos, abundantes na floresta amazonica
brasileira, iniciando entdo a exploracdo extrativista e inclusdo dessas espécies em listas
de plantas prioritarias em programas de fitoterapia do Ministério da Saude.

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2006) descreve, em suas diretrizes, a importancia de se conhecer a cadeia
produtiva das plantas medicinais. Entretanto, este tema ainda ndo foi bem desenvolvido
para as espécies U. guianensis e U. tomentosa. Um estudo realizado por BLAS (1999)
descreve, em parte, a cadeia produtiva de U. tomentosa em uma area de 10 ha na
comunidade nativa de Bajo Naranjillo no Perd, que incluiu um inventério florestal e
plano de manejo baseado na capacidade de rebrota da espécie. Foi estimada a retirada

de 740 kg casca por hectare, em bosque natural, com um ciclo de poda de dez anos.

2.3. Conservacao e Diversidade Genética

Estima-se que mil espécies vegetais sejam extintas por ano no
planeta (SANDES e DI BLASI, 2000), e encontrar alternativas que permitam a
conservacao e a preservacao dessas espécies vegetais e dos ecossistemas, tornam-se
primordiais, de modo que assegure a existéncia e a disponibilidade dos recursos
genéticos. De acordo com Nass (2001), a conservacdo da biodiversidade ndo deve se
resumir a protecdo da natureza frente ao desenvolvimento, mas procurar também,
satisfazer a demanda humana por recursos biologicos e, simultaneamente, garantir a
sustentabilidade em longo prazo da riqueza biotica do planeta.

O crescente desmatamento em biomas ricos em diversidade
como a Amazodnia, tem dado espaco & Agropecudria, e isso causa perdas irreparaveis ao
ecossistema. Dessa forma, diversas areas sdo utilizadas para a exploragdo de culturas
economicamente importantes destruindo desta maneira 0s recursos genéticos, causando
erosdo desses.

Para a conservacdo de espécies vegetais, 0 estabelecimento de
bancos de germoplasma, é uma garantia, pois permite 0 acesso ao material genético para

caracterizacdo, domesticacdo, desenvolvimento de novas variedades e prospeccdo de
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genes, além de preservar a espécie e evitar 0s riscos de extincdo, através da erosdo
genética (FRANKHAM et al., 2008).

O tema conservagcdo gerou uma publicagdo no ano de 1968,
intitulado Clube de Roma, resultante na obra Limites do Crescimento que concluiu que
0S maiores entraves para o desenvolvimento humano sd@o 0s meios de producéo,
ocupacdo ilegal de encostas, poluicdo e escassez de recursos naturais. Essa obra teve um
Impacto muito grande e possibilitou que o assunto sobre meio ambiente fosse inserido
na agenda internacional de inimeros paises que compfe a Organizacdo das Nacoes
Unidas (ONU) e discutida em diversas Conferéncias como em 1972 em Estocolmo,
1975 em Belgrado, 1992 no Rio de Janeiro, 1999 em Istambul, 2000 em Nova York,
2002 em Johanesburgo, 2005 nas Ilhas Mauricio e em 2012 novamente no Rio de
Janeiro (AMARAL et al., 2001, BRASIL, 2014).

Esses debates mudaram os propdsitos de se conservar 0 meio
ambiente, sendo visto agora como um importante topico em relagdo ao aspecto genético,
de forma que os individuos e populagBes naturais evoluam, sem deixar de servir ao
homem.

Com o objetivo de se conservar 0 meio ambiente, surge em todo
0 mundo, o conceito de Unidades de Conservacdo (UC). No Brasil, a partir da década de
1970 e inicio da década de 1980 foi observado um aumento na quantidade de areas
estabelecidas e protegidas. O total da area protegida em cada bioma brasileiro a nivel
Federal e Estadual encontra-se na Tabela 1 (CADASTRO NACIONAL DE
UNIDADES DE CONSERVAGCAO, 2015).

Tabela 1- Extensdo das areas de Unidades de Conservacdo (UC) por Bioma. Fonte:
CNUC, 2015.

Bioma Area protegida (ha) % do Brasil
Amazonia 113.630.400 73,25
Caatinga 6.344.800 4,09
Cerrado 17.460.400 11,25
Marinho Costeiro 5.437.900 3,50
Mata Atlantica 11.064.900 7,13
Pampa 486.500 0,31
Pantanal 694.700 0,44
Total 155.119.600 100

Sob o panorama da conservacgdo da diversidade existente, surge

a genética da conservacao, ciéncia proveniente da genética evolutiva e da teoria da
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genética quantitativa, muito utilizada no melhoramento genético (FARWIG et al.,
2007). A genética da conservacdo visa compreender o porqué de populacdes que
apresentam cruzamentos ao acaso e maiores variabilidades de genes, geralmente,
possuir uma maior vantagem metabdlica, nutricional e de desempenho, e
consequentemente diferentes taxas reprodutivas e de sobrevivéncia frente as pressoes
seletivas em detrimento de populagbes com menores nimeros de individuos e reduzida
variabilidade genética (HEYWOOD e IRIONDO, 2003).

Para a conservacdo de espécies medicinais e aromaticas, a
existéncia e o reconhecimento de quimiotipos € muito importante. De acordo com
Vieira (2000), é fundamental que a conservacdo de recursos genéticos dessas espécies,
tenha como base uma coleta de germoplasma que amostre os diferentes quimiotipos
existentes, permitindo obter maior variabilidade.

A utilizacdo de plantas de interesse medicinal através do
extrativismo torna-se grave quando partes essenciais para a sua reproducdo (flores e
sementes) sdo retiradas, ou até mesmo a planta inteira (SILVA et al., 2001). Nesse
sentido, estudos que possibilitem aferir como essas plantas estdo no tempo e no espaco
S80 necessarios.

A estrutura das populacdes é formada pela estrutura genética e
demogréfica, que apesar de serem relacionadas, sdo distintas. A estrutura demogréfica
estd pautada aos processos associados com nascimento, morte, dispersdo e sistemas de
acasalamento. Ja a estrutura genética é determinada pela estrutura de populacdo bem
COMO por processos genéticos tais como selecdo, recombinacdo (migracdo ou fluxo
génico) e mutacdo (HAMRICK, 1992; SLATKIN, 1994).

A diversidade genética é caracterizada por diferencas em muitas
caracteristicas como, por exemplo, cor das flores e altura das plantas, e é geralmente
descrita usando polimorfismo, heterozigosidade média e diversidade alélica. Esse fator é
fundamental para a adaptacdo de especies submetidas constantemente a pressdes
seletivas como variagfes dos niveis de precipitacdo e suprimento de alimentos,
catastrofes ambientais como tornados, enchentes, periodos de longas estiagens, inverno
severo, além dos impactos causados por delecbes genéticas devido & endogamia ou
acumulo de mutacdes (FRANKHAM et al., 2008).

Populagbes de maior tamanho geralmente possuem grande
diversidade genética, que pode ser manifestada nas variagdes morfologicas, de

desempenho e fisioldgicas, contrastando com populagdes pequenas ou populagdes que
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sofreram gargalo populacional, que possuem pequena diversidade genética. Essa
variacdo é composta tanto de influéncia ambiental, sobre os individuos, como por
variacBes devidas as diferencas nos alelos e na heterozigosidade em muitos locus
(FRANKHAM et al., 2008). Essas diferencas sdo fundamentais para a manutencdo do
valor adaptativo das espécies e sdo dependentes de fatores como mutacao, inser¢éo de
novos genes na populagdo através de cruzamentos entre individuos migrantes, além de
um habitat ndo fragmentado que possibilite aos individuos o fluxo génico.

Uma das principais preocupacdes dos programas de
conservacao, juntamente a preservacao de habitats, € a manutencao de niveis adequados
de diversidade genética. Com o continuo processo de mudangas ambientais, a
diversidade genética existente dentro de populacdes permite a continuidade da evolucéao
da espécie e sua adaptacao a essas novas condi¢fes. No entanto, a perda de diversidade
pode interferir e levar a espécie a processos de endogamia e reducdo da reproducdo e
sobrevivéncia (FRANKHAM et al., 2006). O uso de ferramentas moleculares para a
interpretacdo dos efeitos da fragmentacdo dos remanescentes sobre a estrutura genética

da populacédo apresenta grande importancia.

2.4. Marcadores Moleculares

Nos ultimos anos, houve significativo aumento de metodologias
da genética molecular e suas aplicagdes para solucionar problemas e aumentar a
eficiéncia dos programas de conservacdo e uso dos recursos genéticos vegetais
(FALEIRO, 2007). Os marcadores moleculares permitem gerar grande quantidade de
informacdes sobre identidade genética, diversidade, frequéncia génica, relacionamentos
filogenéticos, mapeamento genético, selecdo assistida, entre outras. Essas informacdes
sdo de muita utilidade em programas de conservacgdo, caracterizagdo e uso de
germoplasma e melhoramento genético. Dessa forma, pode-se dizer que os marcadores
moleculares sdo ferramentas poderosas na geracdo de informacdes Uteis em diferentes
etapas, desde a coleta, caracterizagdo e uso dos recursos genéticos até atividades de pre-
melhoramento, melhoramento e pés-melhoramento (FALEIRO et al., 2011).

Os marcadores moleculares avaliam os gendtipos, sendo as
bandas comuns a todos os individuos interpretadas como semelhancas genéticas e as

bandas ndo comuns como diferencas. Os resultados sdo codificados, a fim de gerar uma
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matriz de similaridade ou dissimilaridade, decodificada por meio de analise de
agrupamento ou multivariada (LANZA et al., 2000; GUIMARAES et al., 2009).

Atualmente, hd um grande nimero de marcadores moleculares e
0 uso de um ou outro vai depender, entre outros fatores, do objetivo do estudo, da
infraestrutura disponivel, dos recursos financeiros para 0 investimento, da
disponibilidade de mao de obra com treinamento apropriado e do nivel de conhecimento
da genética molecular da espécie a ser estudada (FALEIRO et al., 2011).

Nas décadas de 1980 e 1990 os marcadores do tipo RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) foram os mais utilizados,
sendo responsaveis pelo desenvolvimento dos primeiros mapas genéticos de espécies
cultivadas (GUIMARAES et al., 2009). Além desses, atualmente também é utilizado o
marcador do tipo SRAP (Sequence-related Amplified polymohphism).

2.4.1. SRAP (Sequence-related Amplified polymohphism)

O marcador SRAP (Sequence-related Amplified polymohphism)
é uma técnica que combina simplicidade, confiabilidade, taxa de transferéncia moderada
e facilidade de sequenciamento das bandas relacionadas, destinado para amplificacdo de
bases de leitura aberta (regido Orf) (LI e QUIROS, 2001).

O SRAP é um sistema de marcador baseado em PCR
(Amplificacdo em Cadeia da Polimerase) com a amplificacdo de fragmentos a partir de
dois primers, o Forward com 17 bases e 0o Reverse com 18 bases. As dez primeiras
bases comecando na extremidade 5’do Forward sdo sequéncias ndo especificas seguidas
pela sequéncia CCGG e trés nucleotideos seletivos na extremidade 3°. O primer Reverse
consiste nos mesmos componentes do Forward com a diferenga da sequéncia AATT ao
invés de CCGG e seguido dessa sequéncia, trés bases seletivas sdo adicionadas na
extremidade 3°. A Unica regra para a construcdo desses primers € que eles devem ser
formados de pelo menos 40 a 50% de bases GC. Além disso, a sequéncia (com
nenhuma constituicdo especifica) deve ser diferente de cada uma por 10 ou 11 bases. Os
exemplos de primers Forward e Reverse, descritos por Li e Quiros (2001), podem ser

vistos na Tabela 2.
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Tabela 2. Primers Forward e Reverse utilizados na técnica SRAP.

Forward (17pb)

Reverse (18 pb)

mel, 5>-TGAGTCCAAACCGGATA-3’
me2, 5’-TGAGTCCAAACCGGAGC-3’
me3, 5-TGAGTCCAAACCGGAAT-3’
me4, 5’-TGAGTCCAAACCGGACC-3
me3, 5’-TGAGTCCAAACCGGAAG-3’

eml, 5’>-GACTGCGTACGAATTAAT-3’
em2, 5’>-GACTGCGTACGAATTTCG-3’
em3, 5’-GACTGCGTACGAATTGAC-3’
em4, 5’-GACTGCGTACGAATTTGA-3’
em), 5’-GACTGCGTACGAATTAAC-3’

em6, 5’-GACTGCGTACGAATTGCA-3’

Robarts e Wolfe (2014) relatam que a técnica de SRAP pode ser
aplicada em diversos tipos de estudos, como sistematica vegetal, biogeografia,
conservagdo e ecologia, obtendo vantagens em relacdo a outras técnicas bastante
utilizadas, visto que as demais possuem limitagdes como inconsisténcias na
reprodutibilidade dos dados (RAPD), menor producdo em termos de polimorfismos
detectados por algumas combinacdes de primers (ISSR) e a necessidade de maior tempo
de execucédo (AFLP).

Como outros marcadores dominantes, 0 SRAP tem demonstrado
a capacidade de elucidar a variacdo genética em varios niveis taxondmicos, com as
vantagens de ser uma técnica mais simples, barata e eficaz, por utilizar apenas uma
reacdo de PCR para a producdo de fragmentos do genoma com alta reprodutibilidade e
versatilidade (LI e QUIRQOS, 2001).

Existem alguns estudos que utilizaram esse marcador em
diversas culturas como Prunus persica L. (AHMAD et al., 2004), Buchloe dactyloides
(BUDAK et al., 2004), Curcubita moschata (FERRIOL et al., 2004), ); hibrido de
Gossipum barbodense X Gossipum hirsitum (LIN et al., 2004), Tropaeolum tuberosum
(ORTEGA et al., 2007), Celosia argenta (FENG et al., 2009), Cereais (ZAEFIZADEH
e GOLEIV, 2009), plantas da familia das Cucurbitaceae (YEBOAH et al., 2007;
ZHANG et al., 2012), Dendrobium officinale e Dendrobium hercoglossum (XUE et al.,
2010), Saraitia grosvenorii (LIU et al., 2011), Hibiscus cannabinus L. (CHEN et al.,
2011); Dendranthema morifolium (ZHANG et al., 2011b), Brassica oleracea (ZHANG
et al., 2011a), Musa spp. (YOUSSEF et al., 2011), Oriza sativa (DAl et al., 2012), Vitis
vinifera e variedades selvagens de Vitis (GUO et al., 2012), Galega officinalis L.
(WANG et al., 2012) Brassica napus e Brassica rapa (LI et al., 2013), Diospyros L.

(JING et al., 2013), Vicia amoena (LIU et al, 2013),Cynodon arcuatus (HUANG et al.,
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2013), Phaseolus vulgaris L. (CEYLAN et al., 2014), Pleurotus pulmonarius (YIN et
al., 2014), Salvia miltiorrhiza (PENG et al., 2014), Crocus sativus (BABAEI et al.,
2014) e acessos selvagens e cultivados do género Zanthoxylum (FENG et al., 2015).
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3. HIPOTESES

PopulacGes naturais de Uncaria tomentosa e U. guianensis
apresentam ampla diversidade genética e ndo se encontram ameacadas de extincao.

A presenca de quimiotipos em populagdes naturais de Uncaria
tomentosa e U. guianensis, permite a selecdo de gendtipos mais produtores em

mitrafilina para a viabilizacao de fitoterapicos de qualidade.
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4. JUSTIFICATIVA

Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis sdo plantas medicinais
submetidas a acdo antropica que ocorrem no bioma Amazbnia, e necessitam de
cuidados em relacdo a conservagao, visto que principalmente a U. tomentosa que ja se
encontra na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais do governo brasileiro
(RENAME). A espécie possui atividade anti-inflamatéria atribuida a presenca de
alcaloides do tipo oxinddlicos pentaciclicos, especialmente mitrafilina e isomitrafilina.
A espécie U. guianensis ndo esté listada entre as plantas medicinais que serdo oferecidas
pelo SUS, no entanto, os estudos farmacoldgicos mostraram que ambas as espéecies
apresentam a mesma atividade, e, além disso a U. guianensis ocorre na natureza em
maior frequéncia em relacdo a U. tomentosa.

Apesar da importancia terapéutica dessas espécies, ndo ha
estudos agrondmicos e de diversidade quimica e genética que possam viabilizar

estratégias de conservacao e producdo que assegure 0 seu uso sustentavel.
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5. OBJETIVOS

5.1. Geral

Avaliar a diversidade genética e quimica entre os individuos de

U. tomentosa e U. guianensis por marcador molecular SRAP e quantificar os alcaloides

oxindolicos pentaciclicos mitrafilina e isomitrafilina em folhas por HPLC.

5.2. Especificos

Coletar e georreferenciar amostras de individuos das espécies alvo nos estados
do Acre, Amapa, Amazonas e Parg;

— Caracterizar os ambientes onde os individuos foram coletados;

— ldentificar combinacgdes polimorficas para o estudo de variabilidade genética;

— Estimar as frequéncias alélicas e parametros genéticos basicos;

— Avaliar a estrutura genética populacional;

— Determinar a divergéncia genética e padrfes espaciais;

— Quantificar os alcaloides mitrafilina e isomitrafilina entre e dentro das
populagdes naturais;

— Propor estratégias de conservagao para as espécies alvo.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Coleta

As coletas dos individuos da espécie U. tomentosa foram
realizadas nos municipios de Cruzeiro do Sul, Feij6, Mancio Lima e Tarauaca, no
estado do Acre; Macapa, Mazagdo e Santana, no estado do Amapa; e Afud, no estado
do Para. Ja os individuos de U. guianensis foram coletados nos municipios de Assis
Brasil, Cruzeiro do Sul, Feijo, Rio Branco e Xapuri, no estado do Acre; Boca do Acre,
no estado do Amazonas; e Mazagdao e Oiapoque, no estado do Amapa.

A amostragem dos individuos das populacbes foi realizada
considerando a disponibilidade das plantas e facilidade de acesso no local. As
informacdes sobre topografia, caracteristicas do habitat, data da coleta, frequéncia dos
individuos e caracteristicas morfoldgicas das plantas foram anotadas em cadernetas de
campo. Foram tomados os dados de localizacdo geogréfica (altitude, latitude e
longitude) por meio do Sistema de Posicionamento Global (GPS) para indicacdo exata
da localidade. Foram coletados 160 individuos para a U. tomentosa e 157 para U.
guianensis, totalizando para ambas, oito populaces.

Para a andlise de diversidade genética, foram coletadas folhas
jovens e sadias de cada individuo, acondicionadas em tubos de fundo cénico,
devidamente identificados contendo silica gel e posteriormente estocados em freezer a -
20°C até o momento da extracao.

Para os estudos fitoquimicos foram coletadas folhas de todos os
individuos e acondicionados em sacos de papel, devidamente identificados para serem
secos em estufas de circulacdo forcada de ar a 45°C.

Foi realizada a confeccdo de exsicatas de todos os individuos
coletados e depositadas no Herbério de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirdo
Preto (HMP-UNAERP, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) sob os nUmeros HPMU-2904
a 3066 (U. tomentosa) e HPMU-2844 a 2926 (U. guianensis) (Figura 2).
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Figura 2. a) Exsicata de Uncaria tomentosa contendo as inflorescéncias. b) Exsicata de

Uncaria guianensis.

6.2. Caracterizacao dos ambientes de coleta

Foi observado o grau de antropizagdo dos ambientes de coleta
visualmente e por imagens coletadas no Google Earth, dados de pluviometria obtidos no
site Agritempo (https://www.agritempo.gov.br/agritempo/index.jsp) e dados de altitude
obtidos por GPS.

6.3. Condicg0es gerais dos experimentos

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de
Fitoquimica e Biologia Molecular do Departamento de Biotecnologia da Universidade
de Ribeirdo Preto (UNAERP).

6.4. Analise da variabilidade genética
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6.4.1. Extracdo do DNA

Folhas jovens foram selecionadas para a extracdo do DNA
genémico pelo método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987) com algumas modificacdes.
Cem miligramas de folha de cada individuo foram maceradas em nitrogénio liquido
para realizar a quebra da parede celular, homogeneizada a 4°C e adicionados 1200uL
do tampdo de extracdo para a lise das membranas celulares, em seguida, os tubos foram
incubados em banho-maria a 65°C por 30 min. Posteriormente, a amostra foi resfriada a
temperatura ambiente e, adicionada a ela 200uL de clorofil (cloroférmio + alcool
isoamilico 24:1) para promover a extracdo dos lipideos, proteinas e polissacarideos.

Ap0s agitacdo, o material foi centrifugado a 14000 g/5min. A
fase aquosa foi removida para outro tubo, a qual foi adicionado 600uL de isopropanol
para a precipitacdo dos acidos nucleicos, misturando-se bem. Apds centrifugacdo a
14000 g/10min, foi adicionado ao sedimento 1 mL de tampéo de lavagem (etanol 70%
v/v e acetato de amobnio 10mM), que permaneceu a temperatura ambiente por 20 min. A
centrifugagéo foi repetida a 14000 g/5min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
(DNA) foi lavado duas vezes em etanol 70%, seguido de centrifugacdo a 14000 g por 5
min. Apo6s uma hora de secagem, a temperatura ambiente, o “pellet” foi ressuspendido
em 50uL de agua ultrapura (Milli-Q). O DNA foi tratado com a enzima RNAse para a
retirada de RNA, que poderiam interferir nas analises posteriores. A qualidade do
material genético de cada individuo foi analisada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% com tampdo de corrida TEB 1X e a quantidade avaliada através do
espectrofotdbmetro NanoDrop (NANOPHOTOMETER IMPLEN P 360).

Apbs a ressuspensdo do DNA extraido e quantificado, cada
individuo foi diluido para uma concentracdo de 5 ng.uL™ e foram selecionados dois

individuos de cada populacéo para realizar o teste com as combinacgdes de primers.

6.4.2. Analise SRAP

A andlise SRAP foi realizada de acordo com o protocolo
desenvolvido por Li e Quiros (2001). Foram testadas cinco combinacGes de primers
para U. tomentosa (Tabela 3) para a escolha das trés melhores e seis combinacGes de
primers para U. guianensis, para a escolha das quatro melhores combinacdes (Tabela 4).
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As reacOes de amplificacdo foram efetuadas contendo 1 pL de
10X tampéo de reacdo, 0,8 pL de MgCl, (25mM), 1 pL de mix de dNTP (2,5mM), 0,4
pL primer Forward (me) (5uM) e 0,4 pL primer Reverse (em) (5uM), 0,2 uL Tag DNA
polimerase (5U/ pL), 1 pL de DNA (5ng.pL™) (com excecdo de uma populacio —
UTAF (Afua-PA), que foi utilizada a concentracdo de 10 ng.uL™ de DNA) e agua
deionizada para completar o volume de 10,0 pL.

Esta reacdo foi submetida a cinco ciclos a 94°C, 1 min, 35°C, 1
min, e 72°C, 1 min. Em seguida, a 35 ciclos a 94°C, 1min; 50°C, 1 min, 72°C, 1min; e
para finalizar 7 minutos a uma temperatura de 72°C para a extencao da fita de DNA.
Antes da aplicacdo das amostras no gel foi feita a desnaturagdo das fitas em
termociclador a 95°C por 5 minutos.

Tabela 3. Sequéncia de combinacBes de primers testados para SRAP em Uncaria

tomentosa.

Forward Reverse

mel, 5-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’ em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’

mel, 5-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’
me3, 5-TGA GTC CAA ACC GG AAT-3’
me4, 5-TGA GTC CAA ACC GG ACC-3’
me5, 5’-TGA GTC CAA ACC GG AAG-3’

em6, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3’
em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’
em2, 5’-GAC TGC GTACGA ATT TCG-3’
em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’

guianensis.

Tabela 4. Sequéncia de combinagOes de primers testados para SRAP em Uncaria

Forward

Reverse

mel, 5’-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’
mel, 5’-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’
me2, 5-TGA GTC CAA ACC GG AGC-3’
me3, 5-TGA GTC CAA ACC GG AAT-3’
me4, 5’-TGA GTC CAA ACC GG ACC-3’
me2, 5’-TGA GTC CAA ACC GG AGC-3’

em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’
emb6, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3’
em5, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT AAC-3’
em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’
em2, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT TCG-3’
eml, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT AAT-3’

6.4.2.1. Uncaria tomentosa

Os fragmentos resultantes do processo de PCR foram

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% com tampdo TEB 1X. Apés a
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polimerizacdo da matriz foi realizada a preé-corrida sob condi¢des controladas por 1
hora. A corrida foi realizada em voltagem constante de 80W e temperatura méxima de
50°C por duas horas e trinta minutos. Foram aplicados no gel 14 uL de amostra (4uL de
loading buffer + 10uL da amostra) e 1L do marcador de peso molecular de 100 pb. A
visualizacdo do gel foi feita corando-o com solucdo de Nitrato de Prata e revelando em
Carbonato de Sédio seguindo o protocolo descrito por CRESTE et al. (2001).

Apos a placa ter sido corada foi feita a contagem manual das
bandas para a geracdo de uma matriz binaria (presenca e auséncia de bandas) para

posterior analise dos dados.

6.4.2.2. Uncaria guianensis

Os fragmentos resultantes da PCR para a U. guianensis foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (20mL de Matriz de poliacrilamida
6,5% (KB %), 150L de solugdo APS 10%, 150uL de TEMED) em placa de 25X25
cm montada com espacadores de 0,25 mm e pente de 48 pocos (formato dente de
tubardo) de espessura de 0,25mm.

Ap0s a polimerizacdo da matriz, foi realizada a pré-corrida sob
condicdes controladas de 1500V, 40W, 40mA, 45°C por 25 minutos.

Foram aplicados 0,6 pL para cada amostra e 0,8uL para o
marcador de peso molecular de 50 a 700 pb. As condic¢des da corrida foram: 1500V,
40W, 40mA, 45°C por 2 horas e 30 minutos. A visualizacdo do gel aconteceu em tempo
real e a leitura da placa foi realizada no programa LI-COR SAGA™* Automated
Analysis v.3.3., que gerou uma matriz de dados a partir da presenca e auséncia de
bandas.

A adicdo das bases arbitrarias podem compor primers
sintetizados com marcacdo especifica, por exemplo, a substancia fosforamidita, que
emite um sinal na presenga de luz infravermelha, denominados IRDye 700 e IRDye
800. Foram marcados um primer IRDye 700 e um primer IRDye 800 para a utilizagédo

na técnica.
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6.5. Extracdo e quantificacdo dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (AOP)
mitrafilina e isomitrafilina.

Para a extracdo e quantificacdo dos alcaloides foi utilizada a
mesma metodologia para ambas as espécies estudadas.

Folhas secas foram submetidas a moagem, em moinho de facas
até granulometria de 40 mesh (MARCONI MAO048) obtendo a droga vegetal de cada
individuo separadamente. O método utilizado para a extracdo e quantificacdo da
mitrafilina e isomitrafilina foi baseado no protocolo de BERTOL (2010) com algumas
modificacdes.

O extrato de cada individuo foi obtido utilizando-se 100mg de
droga vegetal em 1mL de metanol 100% (Synth®) em maceracdo estatica em frasco
ambar a temperatura ambiente (22+1°C) por 24 horas. Este procedimento foi realizado
em triplicata. Os extratos foram filtrados e secos em capela.

Para a “limpeza” das amostras, que foram analisadas via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), 15mg de extrato foram solubilizados
em um mililitro de metanol (JT BAKER — CAS 67-56-1): H,O (Milli-Q) (80:20) e
aplicados em cartucho de C18 (Supelco® - LC18 reorder 57054), previamente ativado
com 1mL de metanol, sequido de 1mL de metanol:H,O nas mesmas condigdes de
preparo das amostras (80:20). Posteriormente foram adicionados 3mL da solugéo
metanol : H,O (80 : 20) para a eluicdo dos compostos de interesse. Os analitos em
solucdo (5 mg.mL™) foram submetidos & injecdo para posterior analise dos alcaloides
mitrafilina e isomitrafilina cuja estruturas estdo apresentadas na figura 3, de U.

tomentosa e U. guianensis.

H4CO,C
Mitrafilina Isomitrafilina

Figura 3. Estruturas dos alcaloides mitrafilina e isomitrafilina. FONTE: Adriana

Aparecida Lopes.
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As condigdes cromatograficas utilizadas foram: HPLC
Shimadzu (LC-10 AD vp), acoplado a detector de arranjo diiodo (SPD-M10A), coluna
Zorbax XDB (150 x 4.6mm i.d., 5um) (Agilent, USA) protegida por uma coluna guarda
Eclipse XDB-C18 (4.6 x 12.5 mm i.d., 5um). A fase movel utilizada foi acetonitrila (JT
BAKER — CAS 75-05-8) (solvente A) e acetato de aménio (Neon — CAS 631-61-8) 10
mM (ajustado para pH 6.9 com trietnolamina) (solvente B) em um gradiente linear
programado: 35 % B (0.01 — 18.00 min); 50 % B (18.01 — 25.00 min); 35 - 100 % B
(25.01 - 40 min); 35 % B (40.01 — 45 min); e stop (45.01 min). As analises foram
conduzidas em temperatura ambiente (22 £ 1 °C) por 45 minutos com fluxo de 0,8
mL.min™ e deteccdo no comprimento de onda de 245 nm. Sendo o volume de injecéo de
20 pL. Todos os dados foram processados pelo software LC-Solution Multi-PDA
(BERTOL, 2010).

6.6. Andlises Estatisticas

A genotipagem dos individuos foi realizada através dos dados
binarios, presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. Os parametros de variabilidade
genética através do indice de Nei e a porcentagem de locos polimorficos, que
conjuntamente com a distancia geografica, possibilitou a andlise da correlacdo entre
distancia genética e geografica pelo teste de Mantel (DINIZ-FILHO, 2000) utilizando os
softwares Popgene32 e Genes v. 2009.7.0 com 1000 simulacbes, de acordo com o
modelo proposto por Wright (1951) que através do valor do Fy (indice de fixagdo de
alelos) mede a quantidade de individuos migrantes por geracdo e diferenciacdo genética

entre as populagdes. A construcdo dos dendogramas foi realizada na plataforma R
(CORE TEAM, 2015).
Nm = 1( ! — 1)
4 \Fst

Em que:
m = taxa de migragéo;
N = tamanho populacional;

Nm = nimero de migrantes/geracao.

O indice de Nei propde um método que possibilita obter a

probabilidade de identidade e ndo identidade génica de dois genes escolhidos por acaso,
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dados por: Ji = X pizjk e Hi = X pizjk, respectivamente, sendo esta a identidade
genética dentro da populacdo. A probabilidade de ndo identidade, H, assim, é igual ao
complemento aritmético da identidade génica, o que € normalmente denominado de
Heterozigosidade.O indice de Shannon mede o grau de certeza em se prever a

proximidade genética entre os individuos:
S
H' = - z pi Inp;
i=1

Em que:
n = namero de individuos de cada espécie;
S = nimero de espécies;

N = nimero total de todos os individuos
S

3

i=1

pi = abundancia relativa de cada espécie, calculada pela proporcdo de

individuos: ni/N

O Teste de Mantel, uma estatistica espacial explicita, necessita
de matrizes de distancias genética e geogréfica, € realizado para analisar padrfes
geogréficos que estejam atuando na diferenciacdo genética, por meio da seguinte

equacao:

2 N (yn) G - )
r_n(n—l)zz Sy Sy

Onde:

X e'Y = localizacdo geogréfica e distancia genetica nas localizacdes i e j
N = numero de entrada de dados nas matrizes de distancia

Sx e Sy = Desvios padrdo para as variaveis x e y.
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Frequentemente, o teste de Mantel é utilizado para avaliar se as
populagdes estdo estruturadas no modelo de isolamento-por-distancia, passo-a-passo e
ilhas. Esse teste se assemelha com a correlacdo de Pearson, entretanto a significancia do
valor observado do Z de Mantel é calculada por permutacdes em uma das matrizes de
distancia, gerando uma distribuicdo nula (DINIZ-FILHO et al., 2013).

Outra propriedade do teste de Mantel pode ser estendida para
comparar duas matrizes de distancias, controlando o efeito da outra, comumente sendo a
matriz espacial (SMOUSE et al., 1986). Este tipo de correlacdo matricial € denominado
de teste de Mantel Parcial, e tem por objetivo investigar se outros atributos, como
caracteristicas ambientais, juntamente com componentes geogréficos explicam o0s
padrBes encontrados na variacdo genética (LICHSTEIN, 2007). Esta abordagem é (til
quando verificado anteriormente a influéncia de fatores bioGticos e abidticos na
diferenciacdo genética. Isto é importante, pois € comum gue varidveis ambientais sejam
afetadas pelo espaco e consequentemente estas varidveis possam ser Uteis para sugerir
que a selecdo natural esteja atuando para a formacéao de padrdes.

Foram realizadas correlagcfes, em relacdo as matrizes, pelo teste
de Mantel simples, entre as matrizes de distancia genética e geografica e fatores
abidticos, como a altitude, e os fatores quimicos (alcaloides mitrafilina e isomitrafilina).

A partir dos dados binérios, foram efetuadas anélises através dos
softwares GenAlEx v 6.5 (Genealex, PEAKALL e SMOUSE, 2006), para o célculo da
frequéncia alélica, analise molecular de variancia (AMOVA) e analise de Coordenadas
Principais (PCoA) e, assim, determinar a variacao genética dentro e entre as populacgdes,
a formacéo dos grupos e sua fragmentacao.

Onde os métodos de ordenacdo podem sintetizar conjuntos

complexos de dados, permitindo interpretacdo sobre padrdes no espaco e tempo.

Temos:
n

i, 1cv., 1w, 1
Gup = =3\ den =5 ) Ao =y ) Gtz )
j=1

n
k=1 k=1j

2
dji

n
=1
N = unidades amostrais;

Aep=1;

g e d = dados alimentados pelas matrizes de dissimilaridades.
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Um método baseado em modelo desenvolvido por Pritchard et
al., (2000) e implementado no software STRUCTURE, de acordo com Evanno (2005),
visa delinear grupos de individuos com base nos seus genotipos, utilizando uma
abordagem Bayesiana, que representa graficamente a diferenca média entre os valores
de probabilidade sucessivos de K, L'(K) =L (K) - L (K- 1), esta diferenca corresponde
a taxa de alteracdo da fungdo de probabilidade que respeita a K, denominado L '(K) para
cada valor de K é dado, permitindo a estimativa do nimero mais provavel de
aglomerados, que muitas vezes os valores aumentavam apos determinado K. Por fim,
estimou-se Ak como a média dos valores absolutos de G " (K) em média mais de 20
pistas dividido pelo desvio padrdo de L (K), Ak =m (| L " (k) |) / s [L (K)], que se
expande para Ak=m (|[L(K+1)-2L(K)+G (k-1)|)/s[L (K)].

Os dados de quantificacdo dos alcaloides oxindélicos
pentaciclicos mitrafilina e isomitrafilina entre e dentro das popula¢bes foram
submetidos a analise de variancia e, quando significativas, as médias foram comparadas
pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.



7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Coleta

36

Foram coletados vinte individuos de oito populacbes de cada

uma das espeécies alvo e a localiza¢do geogréafica de U. tomentosa e U. guianensis esta

descrita nas Tabelas 5 e 6 e Figuras 4 e 5. Com excecdo da populacdo coletada no

municipio de Feijo-AC, para a espécie U. guianensis, onde foi coletada apenas 17

individuos.

Tabela 5. Municipios, codigos das populacdes e coordenadas geogréficas das coletas de

Uncaria tomentosa.

MUNICIPIO/ESTADO CODIGO N LATITUDE LONGITUDE ALTITUDE(m)
DAS POPS
TARAUACA (AC) UTTA 20 -07°56'42,3”  -71°29°00,4” 206
FEIJO (AC) UTFJ 20 -08°17°36,0”  -70°22°26,1” 167
MAZAGAO (AP) UTMZ 20 -00°12°11,6”  -51°21°56,7” 15
MANCIO LIMA (AC) UTML 20  -07°28°48,8”  -72°56°42,2” 175
CRUZEIRO DO SUL (AC) UTCS 20  -07°40°12,2  -72°38°21,1” 172
SANTANA (AP) UTSA 20  -00°02°12,0”  -51°12°10,9” -10
MACAPA (AP) UTMC 20  +00°19°463”  -50°52°14,9” 09
AFUA (PA) UTAF 20  -00°07°39,8  -50°23°19,2” 28

N= n° de individuos coletados

Amapa e Para. (Fonte: Google Earth).
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Tabela 6. Municipios, codigos das populacdes e coordenadas geograficas das coletas de

Uncaria guianensis.

MUNICIPIO/ESTADO CODIGO N LATITUDE LONGITUDE ALTITUDE(m)
DAS
POPS
RIO BRANCO (AC) UGRB 20  -09°54°44,2” -67°26°46,8” 201
BOCA DO ACRE(AM) UGBC 20 -08°47°52,0” -67°17°21,0” 120
MAZAGAO(AP) UGMZ 20 +00°03°47,5” -51°14°86,0” 12
OIAPOQUE(AP) UGOl 20  +03°49°56,9” -51°50°54,8” 04
CRUZEIRO DO SUL (AC) UGCS 20 -07°36’44,1” -72°48°05,7” 180
FEIJO (AC) UGFJ 17 -08°11°08,1” -70°22°26,3” 161
XAPURI(AC) UGXA 20 -10°36°02,5” -68°00°32,8” 211
ASSIS BRASIL(AC) UGAB 20 -10°48°38,7” -69°17°48,4” 285

N= n° de individuos coletados

3 fr *- ‘T/TV 1_:%
Figura 5. Locais de coleta das popula¢Bes de Uncaria guianensis nos estados do Acre,

Amapa, Amazonas e Para. (Fonte: Google Earth).

7.2. Extracdo do DNA

A extracdo de DNA dos individuos das duas espécies na sua
maioria foi eficiente. No entanto, foram necessarias re-extragcdes para a obtencdo de

amostra integra para todos os individuos (Figura 6).
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Figura 6. Extracdo de DNA analisada por meio de gel de agarose 1% utilizando como
tampdo uma solucdo de TBE 1X, de individuos da populacdo de Uncaria tomentosa

coletadas em Tarauaca-AC.

7.3. Analise por meio do marcador SRAP

As cinco combinagdes de primers avaliadas para U. tomentosa
amplificaram bandas, no entanto foram selecionadas trés por apresentarem maior

polimorfismo e nitidez dos fragmentos, em todas as populacdes (Tabela 7).

Tabela 7. Combinacdes de primers selecionadas para a execucao da técnica de SRAP

em Uncaria tomentosa.

Forward Reverse
me3, 5-TGA GTC CAA ACC GG AAT-3’ em3, 5>-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’
mel, 5°-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’ em6, 5°’-GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3’
me5, 5°-TGA GTC CAA ACC GG AAG-3’ em3, 5>-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’

As seis combinacbes de primers avaliadas para U. guianensis
também amplificaram bandas e foram selecionadas quatro combinacdes por

apresentarem maior polimorfismo e nitidez dos fragmentos (Tabela 8).

Tabela 8. Combinag6es de primers selecionadas para a execucdo da técnica de SRAP

em Uncaria guianensis.

Forward Reverse
mel, 5°-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’ em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’
mel, 5°-TGA GTC CAA ACC GG ATA-3’ emb, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3’
me3, 5-TGA GTC CAA ACC GG AAT-3’ em3, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’

me3, 5-TGA GTC CAA ACC GG AAT-3’ eml, 5’-GAC TGC GTA CGA ATT AAT-3’
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A anélise dos géis de U. tomentosa (Figura 7) resultou em 185
bandas (Tabela 9), das quais as combinag¢fes em1+me6 e em5+me3 apresentaram 100%
de polimorfismo. O maior nimero de locos (80) foi obtido com a combinacéo

em3+me3.

Figura 7. Gel de poliacrilamida com a primeira combina¢do (em3+me3) de primers
utilizados em populag¢bes de Uncaria tomentosa coletado nos municipios de Tarauacé-
AC (UTTA) e Feijo-AC (UTFJ). O primeiro e o ultimo poco sdo os marcadores de 50
pb (PROMEGA 50 pb G452A).

Tabela 9. Numero de locus e polimorfismo obtidos em cada combinagdo de primers

para a espécie Uncaria tomentosa.

COMBINACAO DE PRIMERS  N°LOCUS  POLIMORFISMO (%)

me3+em3 80 97,5

mel+em6 50 100
me5+em3 55 100
TOTAL 185

Para a U. guianensis, a analise dos géis (Figura 8) resultou em

235 bandas (Tabela 10), sendo que todas as combinacdes usadas apresentaram 100% de
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polimorfismo, e a primeira combinacdo (mel+em3) apresentou o maior nimero de
bandas (112).

Sy

.I' ¢ 5. ;;;Q‘.; . ;
W R .g
ssibprirsifee

Figura 8. Gel de poliacrilamida com a primeira combinacdo (em1+me3) de primers
utilizados em populacGes de Uncaria guianensis coletados nos municipios de Rio
Branco-AC (UGRB) e Boca do Acre-AM (UGBC). A visualizacéo refere-se ao canal de
700 nm. O primeiro e o Ultimo poco sdo os marcadores de 50 a 700 pb (PROMEGA 50
pb G452A).

Tabela 10. NUimero de locus e polimorfismo obtidos em cada combinagdo de primers

para a espécie Uncaria guianensis.

COMBINACAO DE PRIMERS N°LOCUS POLIMORFISMO (%)

mel+em3 112 100

mel+em6 62 100

me3+em3 30 100

me3+eml 31 100
TOTAL 235

A populagdo de Mancio Lima-AC (UTML) de U. tomentosa
apresentou maior variabilidade (95,68%) e maiores indices nos parametros genéticos
avaliados (Na, Ne, H e 1). Ja a populacdo de Tarauaca-AC (UTTA) foi a menos
polimérfica, com 62,16% e consequentemente menores indices (Tabela 11).
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Tabela 11. Parametros genéticos avaliados para a espécie Uncaria tomentosa. % locus
polimérficos; Na: numero de alelos observados; Ne: nimero de alelos efetivos; H:
heterogeneidade; I: indice de Shannon.

POPULACOES %LOCUS Na Ne H I
POLIMORFICOS

TARAUACA(AC) 62,16 1,62 1,17 0,1204 0,2031
FEIJO(AC) 94,59 1,94 1,26 0,1852 0,3144
MAZAGAO(AP) 87,03 1,87 1,44 0,2648 0,4037
MANCIO LIMA(AC) 95,68 1,95 1,50 0,3151 0,4818
CRUZEIRO DO SUL(AC) 72,97 1,72 1,26 0,1726 0,2786
SANTANA(AP) 83,24 1,83 1,46 0,2766 0,4176
MACAPA(AP) 81,08 1,81 1,28 0,1845 0,2975
AFUA(PA) 87,57 1,87 1,30 0,2035 0,3303
TOTAL 98,92 1,98 1,45 0,2836 0,4425

Esse fato pode ser explicado porque os individuos de Mancio
Lima-AC estdo no presente localizados em uma éarea de mata mais fechada e mais
conservada, as plantas sdo mais velhas (caules mais grossos), portanto sem muita
interferéncia antropica. Nesse tipo de vegetacdo, onde a entrada de luz é mais restrita,
essas plantas apresentam maior dificuldade de germinacdo e maior desafio para se
estabelecerem no ambiente, visto que a competicdo por luz para a realizagdo dos
processos fotossintéticos é maior. Sendo assim, aqueles individuos que conseguiram se
estabelecer e se adaptar a presenca de pouca luz, podem ser considerados individuos
com maior variabilidade e diversidade.

J& a populacdo de Tarauaca-AC estava localizada em ambiente
mais influenciado pelo homem, onde havia uma vila de moradores, com isso as plantas
estavam em uma area mais susceptivel as interferéncias como, desmatamento para
plantio de plantas cultivadas. As plantas nesse municipio se encontravam na borda da
mata (onde provavelmente em algum momento existiu uma mata) e eram plantas mais
jovens, de caules mais finos, sendo possivelmente descendentes de individuos
remanescentes que restaram quando houve o desmatamento da area (Figura 9). Como
essas plantas estavam em uma darea onde ja havia ocorrido o desmatamento, a
intensidade luminosa sobre as mesmas era intensa e irrestrita, consequentemente essas
plantas passaram por poucos desafios para germinar e para se estabelecerem no
ambiente, apresentando, portanto menos variabilidade e diversidade, quando comparada

as outras, naturais de Mancio Lima.
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Figura 9. Imagem das populacBes de Uncaria tomentosa coletadas nos municipios de
Mancio Lima-AC (a) e Tarauaca-AC (b). FONTE: Google Earth.

Para a U. guianensis também foi realizada a avaliacdo dos
parametros genéticos (Tabela 12) e a populacdo de Mazagao-AP (UGMZ), coletada as
margens do igarapé, em uma area ndo antropizada, foi a que apresentou a maior
porcentagem de locus polimérficos, ou seja, a maior variabilidade genética, com
90,21%. Em contrapartida, a populacdo com a menor variabilidade genética foi a
coletada no municipio de Assis Brasil-AC (UGAB). A coleta dessa populagdo foi
realizada as margens de uma rodovia (BR 317), com isso esta mais susceptivel as

mudangas que ocorrem no ambiente (Figura 10).
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Figura 10. Imagem das populag¢fes de Uncaria guianensis coletadas nos municipios de
Mazagdo-AP (a) e Assis Brasil-AC (b). FONTE: Google Earth.

Tabela 12. Parametros genéticos avaliados para a espécie Uncaria guianensis.
Porcentagem de locus polimorficos; Na: nimero de alelos observados; Ne: nimero de

alelos efetivos; H: indice de Nei: I: Indice de Shannon.

POPULACAO %LOCUS Na Ne H I
POLIMORFICOS

RIO BRANCO (AC) 84,68 1,84 1,28 0,1875 0,3058
BOCA DO ACRE(AM) 76,60 1,76 1,23 0,1582 0,2617
MAZAGAO(AP) 90,21 1,90 1,45 0,2846 0,4376
OIAPOQUE(AP) 85,96 1,85 1,38 0,2414 0,3776
CRUZEIRO DO SUL (AC) 73,62 1,73 1,35 0,2103 0,3237
FEIJO (AC) 67,23 1,67 1,36 0,2080 0,3138
XAPURI(AC) 56,17 1,56 1,23 0,1416 0,2214
ASSIS BRASIL(AC) 39,57 1,39 1,16 0,1000 0,1596
TOTAL 98,30 1,98 1,35 0,2289 0,3686

Elevado polimorfismo também foi encontrado em diversos
estudos utilizando o marcador molecular SRAP, como em Passiflora edulis f. flavicarpa
(GANGA et al., 2004), Euterpe edulis Mart. (CARDOSO et al., 2000), Butia capitata
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(BUTTOW et al., 2010), Salvia miltiorrhiza (PENG et al., 2014), Pleurotus
pulmonarius (YIN et al., 2014), Phaseolus vulgaris L. (CEYLAN et al., 2014) e
Cynodon arcuatus (HUANG et al., 2013).

As populacGes amostradas de U. tomentosa tiveram suas
distancias genética e geogréafica calculadas (Tabela 13) atraves do teste de Mantel e ndo
houve correlagdo entre esses parametros, 0 que sugere que essas populagdes naturais
estdo estruturadas em modelo de ilhas. Este € um modelo de fluxo génico que a
imigracao ocorre ao acaso entre um grupo de pequenas populacdes (FUTUYMA, 1997).
Assim nessas populaces ja ha inicio de fixacdo dos alelos, sendo necessarios, trabalhos
futuros de conservacdo dessa espécie, como por exemplo, a criacdo de banco de
germoplasma in vitro e in situ. Segundo Evanno et al. (2005) a estrutura genética de
populacdes nem sempre reflete a proximidade geogréafica dos individuos, o que

corrobora com os resultados obtidos nesse trabalho para a espécie U. tomentosa.

Tabela 13. Distancia geogréafica (Km) e genética da espécie Uncaria tomentosa. Acima
da diagonal estéd representada a distancia geogréfica e abaixo da diagonal a distancia
genética. TA: Tarauaca; FJ: Feijo; MZ: Mazagdo; ML: Mancio Lima; CS: Cruzeiro do
Sul; SA: Santana; MC: Macapa e AF: Afua.

TA FJ MZ ML CS AS MC AF
TA * 129 2394 170 130 2414 2466 2498
FJ 0,0063 * 2291 295 255 2313 2360 2393
MZ 0,0543 0,0445 * 2530 2502 23,27 80,77 108
ML 0,1041 0,0833  0,0485 * 39,44 2551 2594 2634
CS 0,167 0,1423  0,0879 0,0479 * 2525 2569 2595
AS 0,252 0,2133 0,01186  0,0862 0,0654 * 12,09 91,75
MC 0,0286 0,0321  0,0756 0,1147 0,1969 0,2664 * 75,07
AF 0,1441 0,1208  0,0865 0,8497 0,0357 0,0979 0,166 *

No entanto, para U. guianensis o teste de Mantel apontou que ha
fraca correlacdo positiva entre a distancia genética e distancia geografica (r = 0,33).
Como a correlagdo é considerada fraca e ndo significativa, a espécie ja esta se
aproximando da estruturacdo em modelo de ilhas. Na Tabela 14 pode ser observado as

distancias genética e geogréafica para a especie.
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Tabela 14. Distancia geografica (Km) e genética da espécie Uncaria guianensis. Acima
da diagonal esté representada a distancia geogréfica e abaixo da diagonal a distancia
genética. RB: Rio Branco; BC: Boca do Acre; MZ: Mazagédo; Ol: Oiapoque; CS:
Cruzeiro do Sul; FJ: Feijo; XA: Xapuri; AB: Assis Brasil.

RB BC MZ ol Cs FJ XA AB
RB * 111 2088 2274 644 359 112 242
BC 0,0191 * 2018 2183 623 349 217 316
MZ 0,0493 0,0460 * 398 2534 2296 2186 2341
ol 0,0784 0,0558  0,0375 * 2624 2409 2353 2487
CS 0,0519 0,0475  0,0478 0,0455 * 279 622 525
FJ 0,0441 0,0452  0,0514 0,0519 0,0123 * 378 321
XA 0,0693 0,0640  0,0760 0,0713 0,0354 0,0460 * 146
AB 0,0888 0,0732  0,0818 0,0730 0,0442 0,0636 0,0187 *

A distribuicdo geografica e a historia evolutiva desempenham
papel importante na distribuicdo da variacdo genética entre e dentro das populacBes
(HAMRICK et al., 1992) e o fluxo génico bem como o sistema reprodutivo sdo 0s
fatores que mais contribuem para a estrutura genética de populacdes de plantas
(CAVALLI e WINGE, 2003; QUEROL, 1993).

O modelo de ilhas é considerado o modelo convencional de genética de
populacdes de troca de genes entre as populaces. Assume o equilibrio entre migracéo e
deriva genética entre todas as populacdes e ha igual troca de genes entre populacdes.
Este modelo assume que todas as populac@es sdo iguais fontes de migrantes e produz
estimativas que ndo refletem a variagdo contemporanea na troca de genes entre
populagdes ou mudancas atuais no processo dispersivo (ZUCCHI, 2002).

Esse € um modelo convencional de genética de populagdes de
troca de genes e assume o equilibrio entre migracdo e deriva genética entre todas as
populacdes. Ha igual troca de genes entre populac@es, e parte da premissa de que todas
as populagdes séo iguais fontes de migrantes (ZUCCHI, 2002). No entanto, quando na
area onde os individuos se encontram € colocado alguma barreira, geralmente pela agédo
humana (construcdo de estradas, cidades, entre outros) a troca de alelos é afetada,
consequentemente o fluxo génico diminui e, com o passar do tempo, os individuos que
realizavam cruzamento ao acaso ndo conseguem mais realizar essa troca de alelos e com
isso hé a o inicio da fixacdo de alelos. Assim, essa populagéo se torna vulneravel, pelo

alto grau de parentesco entre os individuos, aumentando o risco de extingdo da espécie.
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Em U. tomentosa foi constatada maior variabilidade genética
dentro (75%) do que entre (25%) as populacfes (Tabela 15), o que mostra que a
conservagao sera mais eficiente, se realizada ao coletar um maior nimero de individuo

dentro das populages em um menor numero de populacées.

Tabela 15. Resumo da AMOVA (Anélise Molecular de Variancia): Porcentagem da

variacdo total observada entre e dentro das populac6es de Uncaria tomentosa.

FONTE GL QoM COMPONENTE DE % P Fst
VARIANCIA
Entre pops 7 197,646 8,571 25 >0,001 0,246
Dentro pops 152 26,226 26,226 75
Total 159 34,797 100

GL = grau de liberdade; QM = Quadrado médio; Fst = Indice de Fixacao de alelos, pops = populagdes.

Em U. guianensis a variabilidade genética dentro da populacao
(81%) também foi maior que entre elas (19%) (Tabela 16), sendo assim a conservagao

devera ser feita da mesma forma que a U. tomentosa.

Tabela 16. Resumo da AMOVA (Anélise Molecular de Variancia): Porcentagem da

variacdo total observada entre e dentro das populag¢6es de Uncaria guianensis.

FONTE GL QM COMPONENTE DE % P Fst
VARIANCIA
Entre pops 7 143,067 5,980 19 >(,001 0,188
Dentro 149 25,747 25,747 81
pops
Total 156 31,728 100

GL = grau de liberdade; QM = Quadrado médio; Fst = Indice de Fixacao de alelos, pops = populagdes.

A variabilidade genética dentro das populacgdes reflete em maior
flexibilidade de resposta as situacGes temporérias de estresses (MARCON, 1988). De
acordo com Loveless e Hamrick (1984) as espécies que apresentam mecanismos
eficientes de dispersdo de polen e sementes apresentam maior variabilidade genética
dentro das populagdes do que entre elas. Considerando que as duas espécies de Uncaria
avaliadas nesse trabalho apresentam dois mecanismos de dispersao, ou seja, pelo vento
e por insetos polinizadores (PEREIRA, 2006), pode-se afirmar que os resultados obtidos

estejam, pelo menos em parte, relacionados a isso.
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A alta variacdo intrapopulacional é esperada em espécies
alégamas e o fluxo génico é inversamente proporcional a divergéncia dentro das
populacbes, ou seja, quanto maior o fluxo génico, menor serd essa divergéncia
(LOVELESS e HAMDRICK, 1984). No entanto, ainda nao foi encontrado na literatura
informacdes sobre a forma de cruzamento e fecundacdo da U. tomentosa e U.
guianensis, portanto ndo pode se inferir que as espécies sejam alégamas, mesmo tendo
apresentado uma maior variagao intrapopulacional.

O fluxo génico estd diretamente relacionado com o modo de
reproducédo e dispersdo da espécie, assim, em relacdo as espécies em estudo, para seu
estabelecimento, a dispersdo é realizada principalmente por agentes polinizadores,
apesar de o vento, também ter influéncia (PEREIRA, 2006).

Segundo Ennos (1994) o sucesso do fluxo génico entre
populacdes de plantas depende do éxito dos agentes dispersores de pdlens e sementes, e
junto a diminuicdo de areas florestadas, a fragmentacdo pode interferir na dindmica
dessa dispersdo. A interrupcdo por areas ndo florestadas pode acarretar da diminuicao
da fauna local, dificultando assim, a curva de dispersdo de sementes proxima a planta
materna, o que diminui o fluxo génico entre as populacdes e, ainda, dificulta a dispersao
de polen devido a grande distancia entre os fragmentos (JORDANO et al., 2006).

Nesse sentido, o baixo fluxo génico encontrado nas
populacdes de U. tomentosa (Nm=1,57) pode ser resultado da dificuldade de disperséo,
devido a localizacdo de cada populacdo. U. guianensis apresentou um maior fluxo
génico (Nm=2,57) em relacdo a outra espécie, no entanto, esses valores ainda séo
considerados baixos para populagdo natural. Smouse et al. (2001) afirmam que quanto
maior a estruturacdo das populacGes, menor sera a dispersdo de pdlen e
consequentemente, menor o fluxo génico.

Como U. tomentosa mostrou fluxo génico menor que U.
guianensis, ela provavelmente se encontra em condi¢des mais criticas de conservagao,
visto que possui dificuldades de troca génica, e portanto ocorre maior fixacao de alelos,
além disso, também ocorre em menor concentra¢do do que a U. guianensis, sendo entéo
mais escassa na natureza. Sendo assim, os individuos de U. tomentosa possuem maior
grau de parentesco entre si, pois em populacdes pequenas hd maior chance de
cruzamento entre individuos aparentados, quando o fluxo génico ndo esta ocorrendo

normalmente.
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A existéncia de fluxo génico entre populacbes é de grande
importancia para a sustentabilidade da espécie. Com a ocorréncia desse fluxo, novos
alelos podem ser introduzidos dentro da populacdo e a diferenca das frequéncias alélicas
entre as populacdes locais, dessa forma, se tornard& menor. Como consequéncia a
variabilidade genética entre as populacdes locais tende a diminuir e a variabilidade
genética dentro da populagdo aumentara (TEMPLETON et al., 2011). O fluxo génico,
dessa forma, atua como um fator evolutivo responsavel pela homogeneizacdo das
populacgdes, restringindo os efeitos da deriva genética e selecdo (SEOANE et al., 2000).

Oliveira (2015) encontrou fluxo génico de 1,18 em Croton
antisyphiliticus, sugerindo a dificuldade de dispersdo da semente. Em estudo com
Erythrina mulungu, Benincasa (2015) verificou fluxo génico de 1,66, também
considerado baixo. Em populagdes naturais de Myrciaria dubia foi encontrado um valor
de 2,90 de fluxo génico (TEIXEIRA et al., 2004), em Eugenia dysenterica DC. o fluxo
génico foi de 0,675 (ZUCCHI, 2002) e em varias espécies nativas e cultivadas do
género Zanthoxylum foi encontrado valores de fluxo génico que variavam de 1,432 a
7,862 (FENG et al., 2015).

Em contrapartida, em relagdo ao indice de Fixacdo de alelos, o
valor encontrado para U. tomentosa (Fs = 0,246) é considerado moderado, proximo ao
limite proposto por WRIGHT (1978) que é de 0,25, o que mostra que hd uma grande
estruturacdo populacional. Quanto a espécie U. guianensis foi constatado que o indice
de Fixacdo de alelos é mais baixo (também moderado) (Fs = 0,188).

Quanto maior o valor de F¢, menor é a capacidade de dispersdo
da espécie, ou seja, ha dificuldade de troca de alelos entre elas, 0 que aumenta a
probabilidade de estas populacdes tornarem-se endogamicas (FRANKHAM et al.,
2007). Esses autores ainda afirmam que em pequenas populacdes a endogamia e a perda
de diversidade genética sdo inevitaveis, o que reduz a taxa de reproducdo e
sobrevivéncia em curto espaco de tempo. Além disso, populagdes endogadmicas tem
menor capacidade de adaptacdo as mudancgas climaticas, 0 que aumenta o risco de
extin¢cdo (ELLSTRAND et al., 1993; SILVA et al., 2013).

Com isso, 0s baixos valores de fluxo génico e indice de fixacdo
de alelos encontrados nas espécies estudadas, refletem o ambiente dos locais onde as
plantas foram coletadas, que apesar de se encontrarem em areas que apresentam grande
diversidade vegetal, sdo fortemente antropizadas e consequentemente ja fragmentadas,

resultando assim em populagdes estruturadas em modelo de Ilha.
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Esses resultados corroboram com os dados obtidos com a
espécie Croton antisyphiliticus (Fs= 0,3803) (OLIVEIRA, 2015); Palicourea rigida (Fs
= 0,3601) (SILVA et al., 2013); Erythrina mulungu (Fs; = 0,23) (BENINCASA, 2015);
Eugenia desynterica DC. (F¢ = 0,2703) (ZUCCHI, 2002); varias espécies nativas e
cultivadas do género Zanthoxylum (F variando de 0,259 a 0,60) (FENG et al., 2015).

Pelas andlises do dendograma (Figura 11), analise de
coordenadas principais (PCoA) (Figura 12) e STRUCTURE de U. tomentosa (Figura
13) observa-se a tendéncia de formacéo de dois grupos génicos entre as populacbes. O
grupo 1 foi formado pelas populacdes de Tarauaca-AC (UTTA), Feij6-AC (UTFJ) e
Macapéa-AP (UTMC); e o grupo 2 formado pelas populaces de Mazagdo-AP (UTMZ);
Mancio Lima-AC (UTML), Cruzeiro do Sul-AC (UTCS), Santana-AP (UTSA) e Afua-
PA (UTAF).
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Figura 11. Dendograma das populacbes de Uncaria tomentosa amostradas e o

agrupamento destas em dois grupos.
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Figura 12. Andlise de dispersdo em coordenadas principais (PCoA) obtido a partir da
matriz de similaridade de Jaccard, estimada com marcadores moleculares SRAP entre
individuos de oito popula¢des naturais de Uncaria tomentosa. UTTA: Tarauaca-AC;
UTFJ: Feij6-AC; UTMZ: Mazagao-AP; UTML: Mancio Lima-AC; UTCS: Cruzeiro do
Sul-AC; UTSA: Santana-AP; UTMC: Macapa-AP; UTAF: Afua-PA.

1.00
0.80
0.60
0.40

020

0.00

UTTA UTFJ UTMZ UTML UTCS UTSA UTMC UTAF

Figura 13. Agrupamento das populacBes da espécie Uncaria tomentosa através do
programa STRUCTURE. Grupo 1 (Vermelho): Tarauaca, Feij6 e Macapa; Grupo 2
(verde): Mazagdo, Mancio Lima, Cruzeiro do Sul, Santana e Afud. UTTA: Tarauaca-
AC; UTFJ: Feij6-AC; UTMZ: Mazagdo-AP; UTML: Mancio Lima-AC; UTCS:
Cruzeiro do Sul-AC; UTSA: Santana-AP; UTMC: Macapa-AP; UTAF: Afua-PA.
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Com os dados gerados atraves do Software STRUCTURE pode-
se obter a proporcdo de cada grupo génico originado para cada espécie em estudo.
Através da Figura 16 observa-se a proporcdo dos dois grupos génicos formados pelas
populacdes de U. tomentosa. Para cada populacdo a propor¢do de um grupo é variavel, e
destaca-se as populacdes de Tarauaca-AC (UTTA) com a maior propor¢do do grupo
génico de coloragdo verde (0,885%), em contrapartida a populagdo de Santana-AP
(UTSA) é o oposto, com a maior propor¢do do grupo génico de coloragdo vermelha
(0,933%). Com isso, podemos inferir que sdo duas popula¢Ges mais divergentes entre si,
com caracteristicas bem distintas uma da outra.
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Figura 14. Proporcdo dos grupos génicos de Uncaria tomentosa. UTTA:
Tarauaca-AC; UTFJ: Feij6-AC; UTMZ: Mazagdo-AP; UTML: Mancio Lima-AC;
UTCS: Cruzeiro do Sul-AC; UTSA: Santana-AP; UTMC: Macapa-AP; UTAF: Afua-
PA.

Em U. guianensis, o dendograma (Figura 15), a analise de
coordenadas principais (PCoA) (Figura 16) e o STRUCTURE (Figura 17) mostram a
formacéo de trés grupos génicos. Grupo génico 1: Rio Branco-AC (UGRB) e Boca do
Acre-AM (UGBC); grupo génico 2: Mazagdo-AP (UGMZ) e Oiapoque-AP (UGOI) e
grupo génico 3: Assis Brasil-AC (UGAB), Cruzeiro do Sul-AC (UGCS), Feijo-AC
(UGFJ) e Xapuri-AC (UGXA).
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Figura 15. Dendograma demonstrando as populacdes de Uncaria guianensis amostradas

e 0 agrupamento destas em trés grupos.
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Figura 16. Andlise de dispersdo em coordenadas principais (PCoA) obtido a partir da

matriz de similaridade de Jaccard, estimada com marcadores moleculares SRAP entre

individuos de oito populacGes naturais de Uncaria guianensis. UGRB: Rio Branco-AC;
UGBC: Boca do Acre-AM; UGMZ: Mazagdo-AP; UGOI: Oiapoque-AP; UGCS:
Cruzeiro do Sul-AC; UGFJ: Feijo-AC; UGXA: Xapuri-AC; UGAB: Assis Brasil-AC.
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Figura 17. Agrupamento das populacbes da espécie Uncaria guianensis através da
anélise em coordenadas principais. Grupo 1 (Vermelho): Rio Branco e Boca do Acre;
Grupo 2 (verde): Mazagdo e Oiapoque; Grupo 3 (Azul): Cruzeiro do Sul, Feijo, Xapuri
e Assis Brasil. UGRB: Rio Branco-AC; UGBC: Boca do Acre-AM; UGMZ: Mazagao-
AP; UGOI: Oiapoque-AP; UGCS: Cruzeiro do Sul-AC; UGFJ: Feij6-AC; UGXA:
Xapuri-AC; UGAB: Assis Brasil-AC.

A tendéncia de agrupamento de individuos que ndo sdo da
mesma populacdo mostra a presenca de variabilidade entre e dentro das populacdes. De
acordo com Linhart et al. (1981), a diferenciacdo genética dentro de uma populacdo ou
mesmo entre populacdes distintas pode ocorrer a distancias relativamente pequenas, e a
ocorréncia desta diferenciacdo significa que a variabilidade genética € estruturada no
espaco.

Os resultados gerados pelo programa STRUCTURE
distribuiram as oito populacdes amostradas de U. tomentosa em dois grupos génicos,
sendo K =2 (Figura 13) e de U. guianensis em trés grupos génicos (K = 3) (Figura 17).
A mesma cor para populacdes diferentes significa que pertencem ao mesmo grupo
génico. Cores diferentes no mesmo individuo indicam a porcentagem do genoma
compartilhado com cada grupo. Essas figuras demonstram a tendéncia de formacéo de
subpopulacdes, visto que em todas as populagdes o genoma dos individuos esta
distribuido pelos dois grupos génicos, evidenciando a fragmentacéo das espécies.

Umas das consequéncias da fragmentacdo pode ser a restricao
de individuos de uma mesma espécie a pequenas areas, isolando-as parcial ou
totalmente das outras populagdes. Do ponto de vista genético, a fragmentagdo pode

alterar o fluxo génico entre as populacdes, de maneira que elas se tornem mais
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susceptiveis aos processos de endogamia e deriva genética, o que significa ocorrer um
afastamento das frequéncias de seus alelos comparados aos da populagdo original
(KAGEYAMA et al., 1998).

A Figura 18 mostra a propor¢do dos trés grupos génicos de U.
guianensis. Essa espécie mostra situacdo pouco diferente de U. tomentosa, visto que
através da maior quantidade de grupos formados, pode-se inferir maior fragmentacéo da
espécie. No entanto, essa fragmentacdo pode ser devido ao fato de as populagdes de U.
guianensis coletadas estarem presentes em area mais degradadas, ou seja, com maior
interferéncia antropica do que as populacbes de U. tomentosa. As populacdes de
Xapuri-AC (UGXA) e Assis Brasil-AC (UGAB) possuem grande proporgdo do grupo
génico de coloracdo verde (0,852% e 0,89%, respectivamente) em comparagdo com as

demais, onde possuem distribui¢cdo mais homogénea dos trés grupos formados.
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Figura 18. Proporcdo do grupo génico das populacdes de Uncaria guianensis. UGRB:
Rio Branco-AC; UGBC: Boca do Acre-AM; UGMZ: Mazagao-AP; UGOI: Oiapoque-
AP; UGCS: Cruzeiro do Sul-AC; UGFJ: Feij6-AC; UGXA: Xapuri-AC; UGAB: Assis
Brasil-AC.

Através da analise dos dendogramas gerados (Figura 19),
utilizando os dados de quantificacdo de mitrafilina e isomitrafilina de U. tomentosa,
pode-se observar a formacdo de dois grandes grupos diferentes para ambos 0s
alcaloides, mostrando que as populacfes de Santana-AP (6) e Mancio Lima-AC (4) sdo

mais proximas entre si em relacdo a producdo de mitrafilina. Para o alcaloide
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isomitrafilina, as populacdes que mais se assemelham em termos de producao foram as
de Afua-AP (8) e Mazagdo-AP (3).
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Figura 19. Dendogramas obtidos para a producdo dos alcaloides oxindélicos
pentaciclicos em Uncaria tomentosa. 1=Tarauaca-AC, 2=Feij0-AC, 3=Mazagdo-AP, 4=
Mancio Lima-AC, 5=Cruzeiro do Sul-AC, 6= Santana-AP, 7=Macapa-AP, 8= Afua-AP.

Em relacdo ao dendograma (Figura 20) realizado utilizando os
dados dos alcaloides analisados da U. guianensis, pode-se verificar também a presenca
de dois grande grupos que se assemelham. As populacdes coletadas em Feijo-AC (6) e
Rio Branco-AC (1) sdo as mais semelhantes em relacdo a producdo do alcaloide
mitrafilina, ja as populagdes coletadas nos municipios de Feijo-AC (6) e Cruzeiro do

Sul-AC (5) sdo mais proximas em relacéo a isomitrafilina.
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Figura 20. Dendogramas obtidos para o acimulo de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos
(mitrafilina e isomitrafilina) em Uncaria guianensis. 1= Rio Branco-AC, 2=Boca do
Acre-AM, 3=0iapoque-AP, 4=Mazagdo-AP, 5= Cruzeiro do Sul-AC , 6= Feij6-AC ,
7=Xapuri-AC, 8=Assis Brasil-AC .

O marcador molecular SRAP se mostrou simples, informativo,

reprodutivel e apropriado para analisar a relagdo genética entre as populagdes das
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espécies de U. tomentosa e U. guianensis, 0 que também pode ser visto em diversos
outros estudos usando o mesmo marcador molecular. Em um estudo de diversidade
genética de Dyospiros L., Jing et al. (2013) mostraram que a técnica SRAP foi eficiente
para analisar a relacdo entre um cultivar chinesa de caqui e outras cultivares, aléem disso,
0 SRAP foi mais informativo do que o marcador ISSR (LIU et al., 2013), SSR
(CEYLAN etal., 2014) e RAPD (YIN et al., 2014).

Todos os indices encontrados neste trabalho podem sugerir que
as populacdes das duas espécies tém origem em comum, e que foram sofrendo
processos de selecdo, deriva, isolamento geografico e mutacdes que ocasionaram as

diferencas entre elas, estruturando-as em subpopulagoes.

7.4. Extracao e quantificacio dos alcaloides mitrafilina e isomitrafilina

Individuos de U. tomentosa apresentaram concentracGes dos
alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (AOP), mitrafilina e isomitrafilina, bem variaveis
dentro das populacBes (Tabela 17). A Figura 21 mostra o cromatograma do individuo
16 da populacdo de Cruzeiro do Sul (AC), individuo este que obteve a maior
concentracédo do alcaloide mitrafilina em comparagdo com todos os outros do estudo.

A populacdo coletada no municipio de Tarauaca-AC (Tabela 18)
se destacou por apresentar individuos com as maiores médias de mitrafilina e
isomitrafilina. Na populagdo de Cruzeiro do Sul foi encontrado um individuo que
apresentou a maior concentragdo de mitrafilina (32,94 mg.g™.PS) e isomitrafilina (7,37
mg.g*.PS), quando comparado aos demais individuos coletados em todos os
municipios. Observou-se que 50% dos individuos da populacdo de Afua-PA nao
apresentaram mitrafilina em concentracdo quantificivel, assim essa populagéo foi a que
teve a menor concentracdo desse composto, quando comparada as outras populagdes.

As variagcOes quantitativas e qualitativas nos metabolitos
secundarios é afetada pelos fatores genéticos e ambientais e, a interacdo desses fatores
geram diversidade biolégica que podem originar 0s chamados quimiotipos
(D’ANDREA et al., 1995; HU et al., 2007; ZHANG et al., 2011).
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Figura 21. Cromatograma de Uncaria tomentosa do individuo 16 da populacéo coletada no municipio de Cruzeiro do Sul (UTCS).
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Tabela 17. Teste de Média dentro das populacdes de Uncaria tomentosa (mg.g™*.PS dos AOP mitrafilina e isomitrafilina). TA: Tarauaca-AC; FJ:
Feij6-AC; MZ: Mazagdo-AP; ML: Mancio Lima-AC; CS: Cruzeiro do Sul-AC; SA: Santana-AP; MC: Macapa-AP e AF: Afud-PA.

INDIVIDUOS-Concentracéo de alcaloides oxindélicos pentaciclicos (mg.g™.PS)

POP AOP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
TA Mit 11,88c 00f  00f 00f 9,35d 1561b 6,95¢ 14,97b 14,380 6,9le 12,86c 1,38f 11,75¢ 9,81d 9,790 9,63d 16,22b 9,16d 12,3lc 19,45a
Iso 3,15a 1098 373 3252 203a 347a 1,85a 357° 315a 180a 3,16a 0,36° 10,0a 207a 228a 207a 367a 1,66a 2,69a 3,16a
FJ Mit 135 009le 258d 064e 1,09 4,05 2,60e 1,51d 1,0e 7,20a 1724e 2,250 6,230 5450 229d  *  2,81d 6,68a 2,88d 3,94c
Iso 1,51b 1,05b 1,75b 074b 083b 1,62b 2,232 145b 1,26b 1,84b 094b 145b 2,6la 2492 1,300  *  127b 312a 122b 1,75b
MZ Mit 1105a 568c 892a 7,200 7,05b 1026a 7,67b 6,760 7,580 655b 6,61b 4,86c 4,49c 7,490 360c 396c 3,63c 2,28c 10,73a 4,82C
Iso 1,852 096c 1998 1,34b 126c 168 121c 112c 115c 104c 1,06c 0,784 076d 142b 052d 065d 060d 047d 1,91a 0,77d
ML Mit 9,01d 11,12c 12,22b 539% 1803a 9,91d 528 1062c 9,21d 518  00f  00f  00f  00f  00f  00f  00f 00f 00f  0,0f
Iso 2550b 2,79b 3,75b 1,64b 529b 2,36b 2,16b 348 2,40b 1,960 00b 00b  00b 8022 1204a O00b 00b 00b 00b  0,01b
CS Mit 409f 62le 618 12,32c 579 9,13d 523f 7,39 5093 1654b 6,1le 1164c 11,21c 10,16d 4,27f 32,94a 501f 00g 00g  4,90f
Iso 1,82d 155¢ 15le 4,22d 2,19d 1,89d 1,08 192d 1,73d 390b 202d 292c 220d 211d 2,52c 7,37a 115 046e 27lc  1,33e
SA  Mit 00h 00h 388f 688d 253f 7,6lc 11,15a 00h 6,13d 523¢ 368f 458 323f 7092c 3,38f 468 1,789 7,75 7,11d 9,54b
Iso 2,58 0,74d 108c 1,690 1,05c 1,71b 2,44a 1490 130c 122c 1,06c 1,19c 095d 1,76b 0,76d 1,26c 0,65d 1,87b 1,63b 2,59a
MC Mit 58le 7,09c 661d 7,38c 825b 7,960 804b 10,35a 9,74 562e 94la 804b 417f 4,37f 536e 696c 0629 057g 00g 0,09
Iso 173 24la 218 4,82 30la 18la 216a 328 171* 277a 298 246° 260a 2,182 1,60° 249 025a 023 00a  00a
AF  Mit 3232c 600a 249d 1,14f 2,73d 216e Ng 399 00g 00g 00g 18le 081f 0,78 00y 00g 00y 00g 00g  00g
Iso 1,66b 1,23 08l1d 078d 171b 123c 1,07c 170b 1,49 061d 2,76a 143b 073d 061d 032d 096c 096c 1,02c 1,32c 1,85b

As médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. * Individuo ndo coletado para andlise

fitoquimica.

Os

dados

foram

transformados

para

Vx+0,5
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Tabela 18. Teste de Média entre as populacdes de Uncaria tomentosa (mg.g™>.PS dos
AOP mitrafilina e isomitrafilina). TA: Tarauacd; FJ: Feijo; MZ: Mazagao; ML: Mancio
Lima; CS: Cruzeiro do Sul; SA: Santana; MC: Macapé e AF: Afué.

Concentragéo de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (mg.g™.PS)

Populagdo Mitrafilina Isomitrafilina
TA 11,17a 2,99a
FJ 3,27b 1,61b
MZ 6,47b 1,12b
ML 4,73b 2,50a
Cs 8,28a 2,31a
SA 4,93b 1,43b
MC 5,65b 2,18a
AF 1,31b 1,14b

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os dados foram transformados para v/x + 0,5.

Como pode ser observado na Tabela 17, o alcaloide mitrafilina foi quantificado
em 81,2 % das amostras e a isomitrafilina em 94,3 %. Isso demonstra que apenas 5,6%,
ou seja, nove individuos, ndo tiveram o teor de nenhum alcaloide oxinddlico
pentaciclico estudado quantificado.

A populacdo de Cruzeiro do Sul-AC, bem como a de Tarauacé-
AC, sdo superiores estatisticamente em termos de producdo e acumulo dos alcaloides
oxindolicos pentaciclicos avaliados neste trabalho.

Apesar de haver uma similaridade genética entre as populagdes
de Tarauaca, Feijé e Macapa (Grupo génico 1), ndo pode ser feita uma correlacdo entre
elas em relacdo aos AOP, pois esses alcaloides foram bastante varidveis nesses
municipios, o que revela ndo haver correlagdo entre os grupamentos genéticos e
quimicos, uma vez que os genes envolvidos na produgdo da mitrafilina e isomitrafilina
estdo sendo possivelmente mais expressos em uma populacdo do que nas outras. A
populacdo de Tarauacé se destacou em relacdo as demais na quantificagdo dos AOP, no
entanto, essa populacdo obteve a menor variabilidade genética.

Alguns pesquisadores questionam a classificagdo adotada de
dois quimiotipos diferentes para a mesma espécie e sustentam que esses perfis de
alcaloides podem ser intercambiaveis sob condic¢Ges sazonais (PILARSKI et al., 2006)

além disso, afirmam que dentro de uma mesma espécie a variagdo desses metabolitos
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pode ser muito variavel, o que corrobora com o0s resultados encontrados no presente
trabalho.

Em trabalho semelhante realizado por Pefialoza et al. (2015) que
avaliaram concentracbes de diferentes alcaloides oxindolicos pentaciclicos e
tetraciclicos, em folhas, cascas do caule e ramos de U. tomentosa, tambeém foi
observado uma grande variabilidade quimica entre as os individuos coletados, mesmo
quando comparados a duas amostras comerciais da espécie.

Em U. tomentosa os alcaloides estdo distribuidos nas flores
(2,10 %), folhas (1,59 %), cascas do caule (0,50 %), ramos com espinhos (0,32 %)
(QUIROZ et al., 2004) e raiz (1,00 - 2,00 %) (REINHARD,1999). PENALOZA et al.
(2015) estudaram acessos de U. tomentosa coletados in situ no Pert e mostraram que 0
teor de alcaloides oxindolicos variou expressivamente de um individuo para o outro,
tanto nas cascas do caule (0,328 - 2,591 %), nas folhas (0,360 - 4,792 %) quanto nos
ramos (0,347 - 1,431 %).

Devido ao manejo florestal ainda incipiente de U. tomentosa, a
casca do caule é a principal fonte de extracdo em populacfes nativas. Isso parece
explicar a heterogeneidade quimica frequente relatada entre amostras a partir de
diferentes origens geograficas, condi¢fes climéaticas e condi¢bes de crescimento da
planta (PENALOZA et al., 2015).

O fato de terem sido encontrados individuos em ambientes de
ocorréncia natural das espécies, que produzem muito mais alcaloides nas folhas do que
na casca do caule pode tornar mais viavel a coleta das folhas, se o objetivo da indUstria
farmacéutica for a obtencdo de extratos ricos em alcaloides. A producédo de fitoterapico
a partir da folha pode facilitar o manejo da espécie, considerando que intervalos de 10
anos sdo necessarios para a retirada da casca dos troncos, sendo um tempo
consideravelmente longo. Além disso, a retirada de folhas compromete menos a
condicdo fitossanitaria e a conservacao da planta.

A quantificacdo dos alcaloides pentaciclicos mitrafilina e
isomitrafilina em U. guianensis também foi muito varidvel entre os individuos (Tabela
19). A Figura 22 mostra o cromatograma do individuo 1 da populagdo coletada no
municipio de Rio Branco-AC. Apenas 24,8% dos individuos produziram mitrafilina, e
20,4% isomitrafilina. As duas populacgdes que foram coletadas em municipios do estado
do Amapa (Mazagao e Oiapoque) ndo apresentam os alcaloides oxindélicos em limites

quantificveis e a populacdo de Cruzeiro do Sul-AC ndo produziu mitrafilina em
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nenhum individuo, em quantidades suficientes para ser quantificada. Além disso, a
populacdo coletada no municipio de Assis Brasil-AC, foi a Unica que apresentou
mitrafilina em todos os individuos coletados.

O individuo 17 da populagéo coletada no municipio de Boca do
Acre-AM foi o maior produtor de mitrafilina (2,69 mg.g™'PS) e de isomitrafilina (0,68
mg.g™PS) em comparacéo com todos os demais individuos de U. guianensis.

Na analise entre as populacdes (Tabela 20), pode-se observar
um maior acumulo de mitrafilina e isomitrafilina na populagéo coletada no municipio de
Boca do Acre-AM (1,09 mg.g™'PS).
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Figura 22. Cromatograma de Uncaria guianensis (individuo 17) da populacdo coletada no municipio de Boca do Acre-AM (UGBC).
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Tabela 19. Teste de Média dentro das populacdes de Uncaria guianensis (mg.g™.PS dos AOP mitrafilina e isomitrafilina). RB: Rio Branco-
AC; BC: Boca do Acre-AM; OI: Oiapoque-AP; MZ-Mazagao-AP; CS: Cruzeiro do Sul-AC; FJ: Feijo-AC; XA: Xapuri-AC; AB: Assis

Brasil-AC.
INDIVIDUOS-Concentracéo de alcaloides oxindélicos pentaciclicos (mg.g™.PS)
POP AOP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
RB Mit  0,22a 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,000 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,000 000b 0,000 0,192 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
Iso 0,11¢ 0,00f 0,07d 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,00f 0,16b 0,27a 0,13c 0,18 0,04e 0,00f 0,06d
BC Mit  0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 000 0,00 0,00c 000c 000c 0,00c 000c 098 096b 269 0,00c 0,00c 0,30c
Iso 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00 0,00 0,00 0,00c 000c 000c 000 000c 0,00c 0,07c 0,16c 0,68a 0,21c 0,49b 0,08c
ol Mit 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 000a 000a 0,00a 000a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
Iso 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 000a 000a 000a 000a 0,00a 0,00a 0,00a
Mz Mit 0,00a 000a 000a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 000a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 000a 000a 0,00a 000a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
Iso 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 000a 0,00a 0,00a 000a 000a 000a 000a 000a 0,00a 0,00a 0,00a
Cs Mit  0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00 0,00 0,00c 000c 000c 0,00c 000 0,00 0,00c 0,00c 000c 0,00c 0,00c
Iso 0,00c 0,00c 0,00c 0,050 011a 0,02c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 000c 000c 000c 0,00c 0,00c 0,00c
FJ Mit 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,000 000 0,000 0,00b 0,00b 000b 0,00b 000b 0,00b 0,49 0,00b * * *
Iso 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,000 0,000 000b 0,00b 0000 0,000 0000 0000 0,00b 0,10a 0,03b * * *
XA Mit  0,00g 0,00g 0,009 0,00g 0,601c 0,892b 0,00g 0,043f 0,273d 0,00g 0,053f 0,132e 0,004g 0,036f 0,012g 0,038f 0,00g 1,24a 0,00g 0,082f
Iso 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,036b 0524a 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,022b 0,00c 0,00c 0,023b 0,00c 0,00c
AB Mit 0,79c¢ 0,39e 092c 1,00b 0,29 1,17a 047d 056d 0,78c 052d 0,63d 057d 0,13f 055d 051d 044d 0,38e 0,69d 0,54d 0,58d
Iso 0,37a 0,00e 0,017e 0,25¢ 0,013 0,30b 0,088d 0,013e 0,006 0,09d 0,006 0,00e 0,00 0,00e 0,006 0,00 0,006 0,00e 0,00e 0,02e

As médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. * Individuo ndo coletado. Os dados

foram

transformados

para

Vx+0,5
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Tabela 20. Teste de Média entre as populacdes de Uncaria guianensis (mg.g™*.PS dos AOP
mitrafilina e isomitrafilina). RB: Rio Branco-AC; BC: Boca do acre-AM; Ol: Oiapoque-
AP; MZ-Mazagdo-AP; CS: Cruzeiro do Sul-AC; FJ: Feijo-AC; XA: Xapuri-AC; AB:
Assis Brasil-AC.

Concentragéo de alcaloides oxindélicos pentaciclicos (mg.g™.PS)

Populacao Mitrafilina Isomitrafilina
RB 0,28b 0,13b
BC 1,09a 0,29a
Ol 0,00c 0,00b
MZ 0,00c 0,00b
Cs 0,00c 0,05b
FJ 0,49b 0,04b
XA 0,37b 0,11b
AB 0,61b 0,10b

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os dados foram transformados para v/x + 0,5.

Foi constatado similaridade genética (Grupo génico 2-verde) e
quimica entre as populacGes de Mazagao-AP e Oiapoque-AP. A causa dessa correlacdo
pode ter sido por que os genes envolvidos na producdo dos alcaloides oxindolicos
avaliados estavam sendo pouco ou ndo expressos nessas duas populagdes, o que as incluiu
em um mesmo grupo génico. Esse pode ter sido 0 motivo de U. guianensis possuir trés
grupos génicos (mesmo apresentando indices de diversidade e conservacdo melhores do
que a U. tomentosa), ja que apresentaram duas populacBes muito divergentes das demais
coletadas.

Vérios estudos que comparam dados quimicos e genéticos
corroboraram com os resultados encontrados no presente trabalho, de que ndo houve
correlacdo entre esses dois pardmetros. Dente eles os trabalhos com Cananga odorata
(BENINI et al.,, 2012); Centella asiatica (ZHANG et al., 2011); Crocus sativus
(SIRACUSA et al.,, 2012); Croton antysyphiliticus (OLIVEIRA, 2015); Coriandrum
sativum (LOPES et al., 2008); Lippia alba (MANICA-CATTANI et al., 2009); Erigeron
breviscapus (LI et al., 2013); Panax notoginseng (HONG et al., 2005); Vitex rotundifolia
(HU et al., 2007) e Zataria multiflora (HADIAN et al., 2011).

Para a espécie U. tomentosa a anélise de correlagdo matricial entre

distdncia geografica e isomitrafilina mostrou-se diferente de zero e significativa
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(rm=0,3005; p<0,05), o que evidencia que populagdes que foram coletadas em distancias

préximas apresentaram quantidades de isomitrafilina semelhantes (Figura 23).
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Figura 23. Gréfico de correlacéo entre o alcaloide isomitrafilina e a distancia geogréafica

das populacdes de Uncaria tomentosa.

A mesma correlagdo feita comparando o alcaloide isomitrafilina e a
altitude também mostrou-se diferente de zero e significativa (rm=0,2828; p<0,05),
evidenciando que a concentracdo desse alcaloide é influenciada positivamente em relacdo a
altitude (Figura 24).
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Né&o foi encontrado correlagdo quando se analisou os parametros de
distancia geogréfica e altitude com o alcaloide mitrafilina para a espécie U. tomentosa.

Ja para U. guianensis as mesmas comparacOes foram realizadas, no
entanto ndo foi encontrado correlacdo e significancia em nenhum dos pardmetros
analisados.

Fatores genéticos, definidos pelo gendtipo, sdo responsaveis por
regular e manter caracteristicas préprias das plantas, em relacdo aos seus diversos aspectos,
como a sintese de metabdlitos secundarios (ANDRADE e CASALLI, 1999). A adaptacéo as
mais diversas condi¢cdes ambientais apresenta desafios evolutivos incomuns, e as plantas
que ocorrem ao longo de um gradiente ambiental variam também quanto a sua constituicdo
genética e atividade fisiologica, condicionadas pelo processo de selecdo natural, embora
pertencentes a mesma espécie, podem responder de modo distinto a dado grau de mudanca
ambiental (OLIVEIRA, 1997).

Apesar de cada espécie ter se adaptado ao seu habitat,
frequentemente as plantas sdo capazes de sobreviver em consideravel faixa de temperatura.
A faixa em que ocorrem as variagdes anuais, mensais e didrias na temperatura € um dos
fatores que exercem maior influéncia em seu desenvolvimento, afetando, portanto, a
producdo de metabolitos secundarios.

A precipitagdo tambem tem influéncia da producéo dos metabdlitos
secundarios. Em condic¢des de estresse hidrico a producdo de varios metabdlitos € afetada
inclusive os alcaloides (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Dados de temperatura média (°C) e precipitagdo média (mm)
coletados nos locais de ocorréncia das populagdes de U. tomentosa e U. guianensis, nos
seis meses que antecederam a coleta de cada populacdo (Apéndices 3 e 4) mostraram que
houve pouca variacdo desses parametros nos diferentes municipios. Valores médios de
28,35°C foram encontrados nos municipios de Santana-AP, Macapa-AP e Afud-PA
(obteve temperatura proxima) nas populacdes coletadas de U. tomentosa, valores esses
pouco superiores aos demais municipios. Além disso, no municipio de Tarauaca-AC e
Feij6-AC foram encontradas as maiores incidéncias de chuvas no periodo (6,25 mm e 6,24
mm, respectivamente) (Apéndice 3). Como Tarauaca foi a populacdo que apresentou maior
concentracdo dos alcaloides oxindolicos pentaciclicos, infere-se que a quantidade de chuva
no periodo que antecedeu a coleta pode ter influenciado na diferenciacdo e maior producéao

desses alcaloides nessa localidade.
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Para a espécie U. guianensis, pode-se observar que a populacdo de
Oiapoque-AP (UGOI) foi a que apresentou média mais elevada de temperatura no periodo
de seis meses que antecederam a coleta. Em relacéo a precipitacdo, a populacdo de Feijo-
AC (UGRJ) foi a que apresentou maior média de chuvas no periodo (Apéndice 4).

Esses dados divergem dos demais encontrados na literatura, que
apontam o estresse hidrico como um fator favoravel a producdo dos alcaloides (HOFT et
al., 1996). Segundo Cechinel-Filho (2012) o estresse hidrico pode afetar o0 metabolismo
das plantas interferindo em importantes processos fisiolégicos como o fechamento dos
estdbmatos, 0 que causa a diminui¢do da fotossintese, conduzindo a planta a um estresse
oxidativo, e gera a inativacdo de enzimas presentes nos cloroplastos, aumentando assim a
permeabilidade da membrana, portanto induz a um aumento na producdo de glicosideos
cianogénicos, alguns terpenos, antocianinas e alcaloides.

O efeito da altitude sobre a producdo de varios tipos de alcaloide
tem sido demonstrado em diversas plantas (NEJADHABIBVASH et al 2012; ANDOLA et
al., 2010; CHANDRA; PUROHIT, 1980) e estudos quimicos realizados com a casca de U.
tomentosa, coletadas no Perd, mostraram que em baixa altitude ocorre maiores
concentracfes de alcaloides oxindolicos tetraciclicos e em altitudes elevadas ha maior
concentragdo do tipo oxindolico pentaciclico (TORREJON et al., 2010). O presente
trabalho realizado com folhas de U. tomentosa confirmou o efeito positivo da altitude no
acimulo do alcaloide oxidolico pentaciclico isomitrafilina, que é um epimero da
mitrafilina.

Com a elevacdo da altitude ocorrem maior intensidade da luz
ultravioleta solar (BLUMTHALER et al., 1997) e a iradiacdo UV estad diretamente
relacionada com a formacdo de determinados tipos de alcoloides (LYDON et al., 2009;
GREGIANINIY et al., 2003). A nivel genético, fatores nucleares envolvidos na expressao
do gene relacionado a UV foi identificado e caracterizado a partir de gene essencial na via

biossintética de alcaloides indélicos em Catharanthus roseus.
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8. CONCLUSOES

O marcador molecular SRAP foi eficiente para caracterizar a
variabilidade genética em populagdes de U. tomentosa e U. guianensis, e essas espécies ja
se encontram estruturadas em modelo de ilhas, por isso requerem cuidados em relacéo a
conservacdo. O fato de ambas as espécies apresentarem a maior variabilidade genética
dentro das populaces, sugere que a melhor estratégia de conservacdo € a coleta de um
maior nimero de individuos dentro das popula¢cdes com diferentes grupos génicos.

A producdo de mitrafilina e isomitrafilina por ambas as espécies
ndo foi homogénea, havendo portanto quimiotipos. Quanto a espécie U. guianensis pode-se
afirmar que os marcadores quimico ndo devam ser mitrafilina e isomitrafilina, porque ha
populacbes que ndo apresentaram estas substancias. Ao contrério de U. guianensis, 0s
marcadores da espécie U. tomentosa sdo mitrafilina e isomitrafilina, sendo os individuos
de Tarauaca (AC) os que apresentaram maior concentracdo dos alcaloides oxindolicos
pentaciclicos. Portanto, esta populacdo é a mais indicada para ser estudada visando a

producdo de medicamentos fitoterapicos.
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10. APENDICE
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Apéndice 1. Curvas dos padrdes de alcaloides oxindolicos Mitrafilina e Isomitrafilina
utilizados para quantificar a espécie Uncaria tomentosa.
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Apéndice 2. Curvas dos padrdes de alcaloides oxind6licos Mitrafilina e Isomitrafilina
utilizados para quantificar a espécie Uncaria guianensis.
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Temperatura (°C) e precipitacio média (mm) dos municipios nos
seis meses que antecederam a coleta de U. fomentosa

WT°média WPRECIPITAGAO (mm)

28,35 28,35 28,34

26,59 26,59
26,38 25,63

L

UFFJ) uTcs UTSA uTMmC UTAF

Apendlce 3. Temperatura e preC|p|ta(;éo média dos municipios nos seis meses que
antecederam a coleta de Uncaria tomentosa. UTTA: Tarauaca-AC; UTFJ: Feijo-AC;
UTMZ: Mazagdo-AP; UTML: Mancio Lima-AC; UTCS: Cruzeiro do Sul-AC; UTSA:
Santana-AC; UTMC: Macapa-AP; UTAF: Afud-PA. Fonte: Agritempo.

Temperatura (°C) e precipitacio média (mm) dos municipios
nos seis meses que antecederam a coleta de U. guianensis
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Figura 23. Temperatura e precipitagao medla dos municipios nos seis meses que
antecederam a coleta de Uncaria guianensis. UGRB: Rio Branco-AC; UGBC: Boca do
Acre-AM; UGOI: Oiapoque-AP; UGMZ: Mazagdo-AP; UGCS: Cruzeiro do Sul-AC;
UGFJ: Feijo-AC; UGXA: Xapuri-AC; UGAB: Assis Brasil-AC. Fonte: Agritempo.



