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PAIVA, E. A. A. Andlise genética do género Cenostigma (Fabaceae: Caesalpinioidae?.
2016. 107f. Tese (Doutorado) — RENORBIO. Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2016".

RESUMO

Cenostigma (Fabaceae: Caesalpinioidae) € um pequeno género de arvores e arbustos
endémico do Cerrado Brasileiro que contém apenas duas espécies, C. macrophyllum e C.
tocantinum, as quais se distribuem nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Apresentam
potencial ornamental e sdo empregadas na arborizagdo urbana de avenidas, pragas e parques.
Os extratos das folhas, casca do caule e das sementes de C. macrophyllum possuem atividades
farmacologicas relevantes. Como muitas espécies nativas dessa regido, permanecem ainda
hoje pouco estudadas. O conhecimento da variabilidade genética dessas espécies podera
auxiliar na elaboragdo de estratégias de conservagdo. No presente estudo, quatro métodos de
extracdo de DNA foram avaliados para C. macrophyllum, assim como a analise de diferentes
tecidos vegetais como fonte de DNA de alto peso molecular. O sequenciamento da uma
regido intergénica do genoma cloroplastitico (cpDNA), psbB-psbF, foi realizado com o intuito
de conhecer a diversidade genética em populagdes naturais dessas espécies, visando contribuir
para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo e conservagdo. Os protocolos de
extracdo de DNA mais rapidos e livres de reagentes toxicos se mostraram eficientes e
inovadores. A utilizagcdo de sementes e de folhas velhas como fonte de DNA revelaram
resultados bastante otimistas. O estudo da regido espagadora intergénica pshB-psbF em 11
populacGes naturais de C. macrophyllum e uma de C. tocantinum revelou que a variabilidade
genética dentro das populagdes € menor que a variabilidade entre as populacdes. Intervencdes
decorrentes da acdo humana podem ter contribuido para restringir a variabilidade genética.
Entretanto, é fundamental que a diversidade genética dentro dessas populagdes seja ampliada.
Estes resultados obtidos, reforcam o potencial dessa sequéncia do cpDNA para a elucidacéo
das relacBes entre espécies estreitamente relacionadas e contribuem com os estudos de

geneética de populacBes do género Cenostigma.

Palavras chave: Caneleiro. Diversidade Genética. Conservacdo de espécies nativas.

' Orientador: Pesquisador Dr. Fabio Mendonga Diniz



PAIVA, E. A. A. Genetic analysis of Cenostigma genus (Fabaceae: Caesalpinioidae).
2016. 107f. Thesis (Ph.D.) — RENORBIO. Federal University of Piauf, Teresina, 2016,

ABSTRACT

Cenostigma (Fabaceae: Caesalpinioidae) is a small genus of endemic trees and shrubs of the
Brazilian Cerrado containing only two species, C. macrophyllum and C. tocantinum that are
distributed in the North and Northeast of Brazil. They have ornamental potential and are used
in urban landscaping of avenues, squares and parks. Leaf extracts, stem bark and seeds C.
macrophyllum have relevant pharmacological activities. Like many native species of the
region, remain still little studied. Knowledge of the genetic variability of these species can
help to develop conservation strategies. In this study, four DNA extraction methods were
evaluated for C. macrophyllum well as the analysis of different plant tissues as a source of
high molecular weight DNA. The sequencing of the intergenic region of cloroplastitico
genome (cpDNA), psbB-psbF was conducted in order to know the genetic diversity in natural
populations of these species in order to contribute to the development of effective
management and conservation strategies. DNA extraction protocols faster and free of toxic
reagents were efficient and innovative. The use of seeds and old leaves as a source of DNA
revealed quite optimistic results. The study of intergenic spacer region psbB-psbF to 11 C.
macrophyllum and C. tocantinum natural populations revealed that genetic variability within
the population is less than the variability between people. Interventions resulting from human
activity may have contributed to restrict the genetic variability. However, it is essential that
the genetic diversity within these populations is expanded. These results reinforce the
potential of this sequence of cpDNA to elucidate the relationship between closely related
species and contribute to the genetic studies of populations Cenostigma gender.

Keywords: Caneleiro, genetic diversity, conservation of native species

'Supervisor: Researcher Dr. Fabio Mendongca Diniz
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1. INTRODUCAO GERAL

Cenostigma € um género de arvores e arbustos nativos do Brasil pertencente a familia
Fabaceae. Foi descrito primeiramente por Tulasne (1843), que reconheceu inicialmente trés
espécies estreitamente relacionadas: C. angustifolium Tul., C. gardnerianum Tul. e C.
macrophyllum Tul.. De acordo com dados da literatura com base em estudos morfoldgicos
como caracteristicas das folhas e da vagem, entre as espécies deste género, discute-se a
possibilidade da existéncia de trés a seis espécies. No entanto, uma revisdo mais criteriosa,
fundamentada nos aspectos morfolégicos (WARWICK; LEWIS, 2009) evidenciou a
ocorréncia de apenas duas espécies, C. macrophyllum Tul. e C. tocantinum Tul..

Estas espécies apresentam potencial ornamental e vém sendo utilizadas em projetos de
arborizacdo urbana de avenidas, pragas e parques devido aos seus aspectos favoraveis como
tronco reto, crescimento rapido, copa frondosa e sistema radicular pouco agressivo. Por serem
nativas, apresentam maior resisténcia a doencas. C. macrophyllum, conhecida como caneleiro
apresenta importantes propriedades farmacoldgicas que chamam a atencdo da industria
farmacéutica.

Com a expansdo da agricultura, principalmente no Cerrado brasileiro, as espécies
nativas e endémicas deste bioma ficam expostas a fragmentacdo do seu habitat, o que
compromete a preservacao da variabilidade genética existente. Ter o conhecimento da real
variabilidade e compreender como ela se distribui nas populacGes naturais constitui a base
para uma efetiva atuacdo dos programas de conservacdo. Este conhecimento possibilitara a
adocdo de estratégias efetivas de manejo que visem a conservacdo das espécies C.
macrophyllum e C. tocantinum.

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos que descrevam o género Cenostigma
sob a otica da Biologia Molecular. Informacgdes basicas como o protocolo de extracdo de
DNA mais eficiente, o tecido vegetal mais apropriado a ser utilizado, sdo escassas.
Referéncias como estas sdo importantes para que estudos futuros, que possibilitardo conhecer
a variabilidade genética existente nas populacGes naturais, sejam realizados. O conhecimento
da diversidade efetiva é de fundamental importancia para se elucidar a biologia da espécie
(BRAMMER, 2002), e fornecer informac6es sobre o seu sistema de reproducao.

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e atualmente, é considerado um dos
hotspot da biodiversidade mundial. A manutencdo do germoplasma que represente a variacao
genética existente neste bioma pode garantir o potencial evolutivo das espécies nativas. A

partir de informacdes sobre a base genética, as melhores estratégias de conservacao das
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espécies em questdo poderdo ser discutidas. Neste contexto, os marcadores moleculares se
destacam como uma ferramenta poderosa para fins de diagndstico desta variabilidade, visando
0 aproveitamento dessa informacdo no delineamento de estratégias para a conservacdo dessas
espécies.

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo, disponibilizar informagdes sobre 0s
métodos de extracdo de DNA mais eficientes para C. macrophyllum, bem como, propor uma
discussdo a respeito dos tecidos vegetais utilizados como fonte de DNA de alto peso
molecular. E, com base na regido intergénica do genoma cloroplastitico (cpDNA), psbB-psbF,
conhecer a diversidade genética em populacfes naturais das espécies do género Cenostigma,

visando contribuir para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo e conservacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Fabaceae

Fabaceae (Leguminosae) é a terceira maior familia de plantas no mundo, se destaca
tanto em nimero de géneros e espécies como em importancia econémica. Engloba 36 tribos,
cerca de 730 géneros e quase 20.000 espécies descritas, distribuidas em trés subfamilias:
Papilionoideae (Faboideae), Mimosoideae e Caesalpinioideae (LEWIS et al., 2005). Uma
caracteristica tipica dessa familia é a ocorréncia do fruto tipo legume, conhecido também
como vagem, exclusivo desse grupo.

Sua origem € controversa, ha registros fosseis encontrados na América do Norte,
Europa, Africa e Asia, que indicam o seu surgimento ha pelo menos 60 milhdes de anos e que
teve uma rapida diversificacdo por toda a Terra. Esta presente tanto nas florestas tropicais
quanto desertos, planicies e regides alpinas, com representantes dos mais diversos tipos de
habitos, tais como arvores, arbustos, lianas e até plantas aquaticas. Embora as plantas dessa
familia sejam encontradas em praticamente todas as formagdes vegetais do planeta, o seu
atual centro de endemismo é a regido neotropical (LAVIN et al., 2004). Essa alta capacidade
de distribuicdo confere a familia uma relevante importancia ecoldgica, tornando-a
indispensavel a manutengdo do equilibrio dos ecossistemas como um todo (AMORIM et al.,
2016).

Durante um periodo, houve controversas com relacdo a tratar o grupo como uma Unica
familia (Fabaceae) composta de trés subfamilias (Papilionoideae, Mimosoideae e
Caesalpinioideae) (QUEIROZ, 2009; LEWIS et al., 2005; VALLE et al., 2006), ou como trés
familias separadamente (Fabaceae, Caesalpiniaceae e Mimosaceae), dentro da ordem
Leguminales, considerando neste caso Legumenosae como ordem (Leguminales), pelo fato de
serem muito diversas entre si, posicdo esta, adotada pelos taxonomistas Cronquist (1981),
Dahlgren (1983), entre outros. Estes autores consideraram as caracteristicas diagndésticas das
subfamilias de Fabaceae consistentes para eleva-las a categoria de familias. Entretanto,
estudos filogenéticos demonstraram a origem evolutiva comum do grupo, indicando que seria
mais apropriado tratar o grupo como uma unica familia (CHAPPILL, 1995; QUEIROZ, 2009;
SOUZA; LORENZI, 2012).

No Brasil, a familia Fabaceae € uma das mais representativas, apresentando 2.807
espécies em 222 géneros, dos quais 168 géneros e 1083 espécies dispersam-se na regido
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Nordeste (LIMA, 2000). Nos ecossistemas florestais, as espécies arbdreas se destacam
(DUCKE, 1949; SILVA, 2008). Na caatinga, estdo presentes 127 géneros com 593 espécies,
das quais 149 sdo endémicas (LIMA; MELO, 2015).

No Cerrado, Fabaceae constitui a familia mais representativa em ndmero, com cerca
de 750 espécies, distribuidas em 101 géneros. Por ser o segundo maior bioma brasileiro,
cobrir 25% do territério nacional e ser considerado como um dos hotspot da biodiversidade
mundial, o Cerrado merece destaque. Sua flora esta entre as mais ricas do mundo e suas
espécies apresentam alto potencial alimentar, agroindustrial, madeireiro, forrageiro,
combustivel, ornamental e medicinal (RATTER; RIBEIRO; BRIGGEWATER, 1977
MENDONCA et al.,, 1998; MYERS et al.,, 2000; MEDINA, 1959). Apresenta grande
diversidade de habitats e alternancia de espécies, sendo que 44% da sua flora é endémica e
constitui a mais diversificada savana tropical do mundo. Dentre as espécies de ocorréncia
restrita, as do género Cenostigma sdo exemplos. A vegetacdo nativa do Cerrado é uma das
que mais sofreu com a ocupacgdo humana e continua sofrendo intensa reducdo da extenséo da
sua vegetacdo, sendo superado apenas pela Mata Atlantica. A pressdo crescente pelo
desmatamento de novas areas para a expansdo agricola e agropecuaria, especialmente no
Brasil, esta levando a exaustdo progressiva dos recursos naturais da regido (AVIDOS;
FERREIRA, 2000; MEDEIROQOS, 2011).

Das subfamilias, a Papilionoideae € a maior, apresentando cerca de 13.800 espécies
distribuidas em 476 géneros (LEWIS et al., 2005; POLHILL, 1981). E também a de maior
importancia econébmica e a que apresenta maior numero de espécies capazes de estabelecer
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, relacdo harménica valorosa, fundamental na
agricultura em sistemas de rotacdo de culturas. Por participarem ativamente no ciclo do
nitrogénio atmosférico, essas espécies apresentam um importante papel na manutencdo da
sustentabilidade dos solos e na recuperacao de areas degradadas (MEDINA, 1959; POLHILL,
1981). Mimosoideae é a segunda maior subfamilia, conta com 3.270 espécies pertencentes a
77 géneros (ELIAS, 1981; LEWIS et al., 2005), distribuidas nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas do mundo.

Predominantemente tropical, Caesalpinioideae constitui a menor e a menos conhecida
das subfamilias das Fabaceae. Estd subdividida em quatro tribos, Cercidae, Cassieae,
Detarieae e Caesalpinieae, na qual esta inserido o género Cenostigma. Possui representantes
nos mais variados habitats, principalmente na América do Sul, Africa Tropical e Sudoeste da
Asia (COWAN, 1981). Compreende cerca de 2.250 espécies distribuidas em 163 géneros



16

(LEWIS et al., 2005). Lima et al. (2013), referem como nativos do Brasil 53 géneros e 733
espécies, destacando o Cerrado com alta riqueza de espécies e endemismo.

A literatura afirma que na subfamilia Caesalpinioideae, a capacidade de nodular e
formar simbiose com bactérias fixadoras de N, é pouco frequente (BARBERI et al., 1998).
Em estudos sobre a nodulagdo natural em leguminosas em solos do Cerrado no Piaui, Silva et
al. (2009), confirmaram tal afirmacdo. Os autores argumentam que a auséncia de nodulacao
nas Caesalpinioideae pode estar relacionada ao fato desta subfamilia conter géneros de
espécies arbOreas mais arcaicas na escala de evolucdo das espécies (SPRENT, 2001) e estas
serem incapazes de nodular.

Das trés subfamilias, Papilionoideae e Mimosoideae sdo consideradas monofiléticas, o
que significa que todos os descendentes dessas subfamilias compartilham um ancestral
comum e exclusivo, enquanto que Caesalpinioideae € reconhecida como parafilética,
compreendendo uma diversa reunido de linhagens ndo relacionadas, a maioria divergindo
relativamente cedo na historia da familia e ndo possuindo alguns aspectos florais distintos,
que sdo usados para agrupar os géneros dentro das outras duas subfamilias (DOYLE;
LUCKOW, 2003).

Segundo Lewis et al. (2005), as Caesalpinioideae formam a ramificacdo basal do clado
da familia, com Mimosoideae e Papilionoideae divergindo independentemente de um
ancestral comum, como linhagens distintas. A posi¢do basal da subfamilia Caesalpinioideae,
que € considerada a mais primitiva, foi sugerida a partir de registros fosseis e devido a sua

ampla diversidade morfoldgica.

2.2 Compostos secundarios e radicais livres presentes nas plantas

Fitoquimicamente, a familia Fabaceae biossintetiza uma grande variedade de
compostos secundarios em seu metabolismo, metabolitos estes denominados especiais,
incluindo esséncias, drogas, venenos e corantes (MARTINS et al., 1998). Com destaque
notdvel para os metabdlitos da classe dos flavondides e compostos biossinteticamente
relacionados, como rotendides e isoflavonoides. AlcalGides, terpendides e esteroides sdo
exemplos de outras classes de substancias que ocorrem em muitos exemplares da familia. Os
taninos tem frequéncia muito baixa se comparada aos flavonoides, tendo sido relatadas poucas
ocorréncias em Caesalpinioideae (CATAPANO, 1997; MURAKAMI et al., 1992).

Os metabolitos secundarios nas plantas sdo considerados a feigdo da especializacéo

celular, pois esses biosintetizados acumulados nas células vegetais teriam se formado e
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evoluido como mecanismo de defesa as condi¢cGes ambientais ricas em microrganismos,
insetos, animais e também as condicdes de adaptacdo (GOTTLIEB; KAPLAN; BORIN,
1996). Despertam grande interesse, ndo so pelas atividades bioldgicas exercidas nas plantas,
em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também por possuirem atividade bioldgica
marcante e imensa atividade farmacoldgica sobre a salde da espécie humana.

A tribo Caesalpinieae acumula substancias pertencentes a diversas classes de
metabdlitos secundarios (diterpendides, triterpendides, saponinas, alcaloides e flavondides) e
com varias atividades farmacoldgicas a elas atribuidas. As saponinas, nas plantas apresentam
funcbes como regulacdo do crescimento, defesa contra insetos e patdgenos. No organismo
humano tém efeito antioxidante, onde se ligam a sais biliares e colesterol no tubo digestivo,
impedindo a sua absorcdo, além de possuirem acéo citotoxica atuando contra células tumorais
(SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2007). Os flavonoides apresentam diferentes
classes: antocianinas, flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas e flavanas, com multiplos
efeitos biologicos, como atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antitumoral. Desta forma, a
ingestdo de flavonoides estd associada a longevidade e a reducdo na incidéncia de doencas
cardiovasculares.

Atualmente, os radicais livres tém sido considerados os grandes vildes da saude, pois
assim como outros oxidantes, apresentam papel determinante no envelhecimento e no
desenvolvimento de doengas degenerativas. A producgéo de radicais livres ocorre naturalmente
como um processo fisiologico. Porém, em determinadas condicGes, pode ocorrer a elevagdo
na produgdo das espécies reativas de oxigénio (ERO), levando ao estresse oxidativo, onde
algumas espécies reativas como o radical superoxido (O), radical hidroxil (OH”) e peroxido
de hidrogénio (H,0,) podem produzir danos ao organismo como a lipoperoxidacéo de lipidios
insaturados das membranas celulares. A leséo induzida por radicais livres constitui uma via
final comum de lesdo celular, por serem extremamente reativos e instaveis, participam de
reacGes com substancias quimicas organicas e inorganicas, proteinas, lipidios, carboidratos,
particularmente moléculas importantes nas membranas celulares e acidos nucléicos (LEMOS,
2006).

As reac0es de radicais livres com a timina do DNA produzem quebras unifilamentares
do DNA, que podem levar tanto & morte celular como & formacgdo de células malignas
(carcinogénese). Estudos indicam que os radicais livres agem acelerando 0 processo
degenerativo e a perda da estabilidade celular, provocando situacfes adversas ao organismo e

seus tecidos, favorecendo a perda da homeostasia do meio interno (OLSZEWER, 2005).
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A producdo desses radicais € controlada no organismo por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem endogena, ou serem provenientes da dieta alimentar,
com destaque para os tocoferois (vitamina E), o &cido ascorbico (vitamina C), os polifenais,
selénio, zinco, cobre, magnésio e os carotenoides. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar
ou desativar os radicais livres antes que ataguem os alvos bioldgicos nas células, ou seja, sdo
capazes de bloquear o efeito danoso dos radicais livres.

Os antioxidantes sdo eficazes em interceptar os radicais livres, sejam eles gerados pelo
metabolismo celular ou oriundos de fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipidios, 0s
aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do
DNA, evitando a formacio de lesdes e a perda da integridade celular (ABRAHAO et al.,
2010). Quando hé insuficiéncia na disponibilidade de antioxidantes, podem ocorrer lesbes

oxidativas de carter cumulativo no organismo.

2.3 Género Cenostigma

Cenostigma é um género de arvores e arbustos nativo do Brasil, pertencente a familia
Fabaceae, a subfamilia Caesalpinioideae e a tribo Caesalpinieae (LORENZI, 1998). Ocorre
principalmente nos biomas de Cerrado e Caatinga. Foi descrito primeiramente por Tuslane
(1843), que reconheceu a principio trés espécies estreitamente relacionadas: C. angustifolium
Tul., C. gardnerianum Tul., e C. macrophyllum Tul. De acordo com dados da literatura, com
base em estudos morfoldgicos como caracteristicas das folhas e da vagem, entre as espécies
deste género, discutia-se a possibilidade da existéncia de trés a seis espécies (BENTHAM;
HOOKER, 1865; ENGLER; PRANTL, 1892). Bentham em 1870, considerou C.
angustifolium Tul. como sinonimia de C. gardnerianum Tul.

Em 1900, foi descrita a espécie C. sclerophyllum, a Gnica do género de ocorréncia no
Paraguai, que diferia das outas por apresentar menor porte, com folhas, flores e frutos
menores. Esta espécie foi posteriormente considerada como uma sinonimia de Caesalpinia
marginata por Lewis (1998).

Em 1915, Ducke descreveu C. tocantinum, com folhas relativamente finas,
membranosas, ponteadas e glabras, em ambas as superficies. Seu alcance geografico
evidencia um habitat preferencial e o seu conjunto de caracteres morfoldgicos permite

distingui-la como uma espécie distinta dentro do género Cenostigma.
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Logo, ocorre na literatura grande divergéncia quanto a classificacdo das espécies deste
género. Alguns autores ainda consideram C. sclerophyllum como pertencente ao género
Cenostigma (ALVES, 2012), considerando 0 género com trés espécies. No entanto, Warwick
e Lewis (2009), com base em estudos morfoldgicos, evidenciam a ocorréncia de apenas duas
espécies, C. macrophyllum Tul. (sinonimia C. gardnerianum) e C. tocantinum Ducke, que
estdo distribuidas nas formacdes de mata, cerrado e caatinga das regides Norte e Nordeste do
Brasil.

Em uma revisdo taxondmica do género Cenostigma, Freire (1994) descreve uma
variedade da espécie C. macrophyllum, denominada var. acuminata Teles Freire, onde o autor
observou caracteristicas morfoldgicas dessa espécie restritas a regido de Teresina-Pl.

Um estudo da anatomia foliar, com auxilio da microscopia eletrbnica, na tribo
Caesalpinieae descreve o padrdo de distribuicdo das estruturas secretoras do tipo cavidade
secretora interna e idioblastos, nos 47 géneros da tribo. O género Cenostigma é citado e
aparece descrito contendo quatro espécies (C. macrophyllum, C. gardnerianum, C.
tocantinum e C. angustifolium) (LERSTEN; CURTIS, 1996). Os autores enfatizam que a
ocorréncia dessas estruturas e seu padrdo de distribuicdo tém importancia sistematica em
varios niveis taxondmicos (CURTIS; LERSTEN; LEWIS, 1996) e constituem caracteres
que devem ser levados em consideracdo na classificacdo das espécies vegetais. Das 210
espécies estudadas, 73 apresentaram estruturas secretoras nas folhas, sendo que apenas nove
espécies mostraram a ocorréncia de estruturas do tipo cavidade secretora interna. Analisando
espécimes das quatro espécies do género Cenostigma, os autores afirmam que em duas
aparecem a cavidade interna secretora, em C. gardnerianum, na qual essas estruturas
aparecem abundantemente e em C. tocantinum que aparecem escassamente. E citam ainda, C.
macrophyllum e C. gardnerianum como incomuns por apresentarem tricomas estrelados na
epiderme abaxial, um tipo de tricoma visto apenas em um grupo (Dimorphandra) neste
estudo.

Analisando os constituintes quimicos isolados das folhas de C. macrophyllum, de uma
populacdo que anteriormente era classificada taxonomicamente como C. gardnerianum, Alves
et al. (2012) relatam um polimorfismo quimico consideravel, e levantam a questdo de uma
reavaliacdo taxondmica.

Estudos como estes mostram que a classificacdo taxondmica quando é realizada
levando em consideracdo apenas o0s caracteres morfoldgicos dos individuos pode ser
contestavel, e que outras abordagens como a Biologia Celular, a Quimica, a Biologia

Molecular, entre outras, podem auxiliar em uma classificacdo mais precisa e menos duvidosa.
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Neste contexto, a reavaliagdo taxondmica do género Cenostigma levando em conta diferentes

abordagens se faz necessaria.

2.3.1 Cenostigma macrophyllum

Cenostigma macrophyllum Tul. é conhecida popularmente por caneleiro, canela-de
velho, canela-de-veado, maraximbé ou fava do campo e ocorre em areas de cerrado, cerradao,
mata de galerias, caatinga, sobre solo arenoso de terra firme e em mata de transicéo,
abundantes ao longo de estradas e aparentemente um colonizador local. Esta distribuida nos
estados de Rondonia, Pard, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia, Minas
Gerais, Goias e Mato Grosso (WARWICK; LEWIS, 2009).

Apresenta habito arbdreo que pode atingir até 20 metros e arbustivo de 3 a 4 metros de
altura. Seu caule apresenta a superficie provida de sulcos, aspecto bastante caracteristico da
espécie. Floresce predominante de janeiro a abril, embora possa ocorrer quase todo o ano, ja a
maturacdo dos frutos ocorre entre maio e julho. O fruto é um legume plano e achatado, suas
sementes apresentam variacdes na colora¢do indo do marrom claro ao vinho, as flores séo
amarelas, discretamente perfumadas, reunidas em inflorescéncias piramidais, com uma pétala
inferior mediana menor, lembrando uma orquidea (Figuras 1, 2 e 3). Devido a estas
caracteristicas, € empregada como planta ornamental, sobretudo na cidade de Teresina — PlI,
onde foi escolhida como a arvore simbolo da cidade (SILVA et.al., 2007; SOUSA et al.,
2007). A madeira desta espécie é usada para construcdo, marcenarias, carvao vegetal, lenha e
cercas (WARWICK; LEWIS, 2009). Ha relatos na literatura de que esta espécie é usada como
uma fonte alternativa de alimentacdo para o gado, durante as estagcdes secas, no semiarido do
nordeste brasileiro (RIBEIRO; PELACANI, 2006).

Em levantamento etnoboténico, realizado na regido do semiérido piauiense, consta que
a indicacdo popular atribui as cascas do caule, folhas e flores da C. macrophyllum
propriedades de cura de afeccdes estomacais e intestinais. Dentre as propriedades
comprovadas em estudos cientificos estdo: antiinflamatorias, analgésicas, antimicrobiana e
antiulcerogénica (SOUSA et al., 2007). Os relatos da medicina popular costumam ser
eficientes quando considerados no intuito de guiar a identificacdo de espécies vegetais
potencialmente terapéuticas.

O estudo dessa espécie vem sendo realizado na Universidade Federal do Piaui (UFPI),

desde 1997, pelo Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais atraves da avaliacdo das suas
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propriedades farmacoldgicas. Trabalho este que decorre em colaboragdo com o Laboratorio
de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da mesma instituicdo, responsavel pela
avaliacdo da composicao quimica da espécie (SILVA; CHAVES; ROQUE, 1999).

Figura 1 - Cenostigma macrophyllum nas avenidas da cidade de Teresina-Pl, utilizada

como planta ornamental e para o sombreamento. Foto PAIVA, E. A. A., 2016.
w® o'\‘

Figura 2 - Diversidade de cores das sementes de Cenostigma macrophyllum. Foto
PAIVA, E. A A, 2016.
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Figura 3 - Detalhes morfologicos da espécie Cenostigma macrophyllum. A. Populacdo natural
no patio do CCA-UFPI; B. Flor; C. Fruto (Vagens); D. Sementes; E. Detalhe caracteristico do
caule. Foto PAIVA E. A. A, 2016.
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2.3.1.1 Constituintes quimicos de Cenostigma macrophyllum e seu potencial como planta

medicinal

Com o proposito de realizar o estudo fitoquimico de C. macrophyllum, Santos (2001),
descreveu o isolamento, a identificagdo e a determinacdo estrutural de metabolitos
secundarios presentes no extrato de folhas coletadas em plantas do campus da UFPI em
Teresina/Pl, o que resultou no isolamento de trés triterpendides, duas biflavonas, sendo elas a
agatisflavona e a amentoflavona, um tetraflavondide e o éster metilico do &cido miristico. Esta
investigacdo possibilitou indicar os principais componentes quimicos responsaveis por suas
bio-atividades relacionadas as indicacbes de uso popular. Em ensaios farmacoldgicos, o
mesmo autor demostrou a atividade antinociceptiva significativa e confirmou o potencial anti-
inflamatorio do referido extrato.

Dando sequéncia ao estudo fitoquimico e farmacol6gico da espécie C. macrophyllum,
Costa (2005) culminou com a identificacdo de sete substéncias, na determinacao do perfil dos
acidos graxos, tocoferdis e caroteno, constituintes do 6leo das sementes da espécie, na
quantificacdo dos fenolicos totais em seus extratos e fracdes e na constatacdo da presenca das
atividades antimicrobiana, antiulcerogénica e hepatoprotetora na espécie. Foram identificados
trés isoprendides das cascas do fruto, o lupeol, o sitosterol e o estigmasterol e quatro
biflavona das folhas, sendo a agatisfavona e a amentoflavona, que ja haviam sido relatadas em
trabalhos anteriores (SANTOS, 2001), e as sequoiaflavona e sotetsuflavona, que foram
isoladas pela primeira vez neste trabalho.

Costa (2005), constatou que no Oleo das sementes de C. macrophyllum ha o
predominio de &cidos graxos insaturados em sua composicao, sobressaindo o &cido linoléico
como componente majoritario. A analise deste 6leo o revelou como uma fonte abundante de
tocoferois (vitamina E) e em especial da forma biologicamente mais ativa da vitamina E, o a-
tocoferol. Essa vitamina atua como um antioxidante protegendo os tecidos contra os ataques
danosos (peroxidacéo) prevenindo o aparecimento de doengas crénicas (HADOLIN et al.,
2001; DEWICK, 2003). As sementes mostraram-se ricas também em carotenos, classe de
substancias que assim como os tocoferdis é dotada de atividade antioxidante e desempenham
uma importante funcdo nutricional nos animais, uma vez que sdo utilizados para a sintese,
através do metabolismo oxidativo, das diferentes formas ativas da vitamina A, essencial para
a manutengdo da visdo, desenvolvimento do tecido epitelial, crescimento dos o0ssos, na

reproducéo, desenvolvimento embrionario e estimulacdo da funcdo imune (DEWICK, 2003).
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Tém sido postulado nos ultimos anos que as substancias antioxidantes presentes nos
alimentos podem prevenir danos oxidativos a moléculas importantes como 0 DNA, proteinas
e lipidios de membrana, tal fato aponta o 6leo de C. macrophyllum com grande potencial para
a sintese de farmacos capazes de prevenir diversas doencas crénicas, incluindo perda de visao,
deméncia senil, cancer e doencas cardiovasculares. Ha atualmente grande empenho da
industria farmacéutica destinado a identificar fatores alimentares que possam prevenir o inicio
ou retardar a progressao de doencas relacionadas com a idade (GORETTA;
CARRASQUEDO; FRAGA, 2004).

O teor de lipidios determinado nas sementes de C. macrophyllum foi em torno de 25%
(COSTA, 2005) o que colocou a espécie juntamente com a soja (18%) e o amendoim (45%),
entre as poucas espécies da familia Fabaceae que apresentam grande rendimento em 0leo,
dado que, a média da familia gira em torno de 5,5% (AKPINAR; AKPINAR; TURKOGLU,
2001).

Os extratos e fracdes das folhas de C. macrophyllum apresentam alto teor de fendlicos
totais, 0 que pode explicar a atividade antiulcerogénica e antibacteriana desta planta (COSTA,
2005; ALVES et al., 2012). Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios produzidos
pelas plantas tanto durante o seu desenvolvimento normal quanto como em resposta a
situacOes de estresse produzido por infecgcOes, ferimentos, radiacdo ultravioleta, entre outras.
Enquadram-se em diversas categorias como fendis simples, &cidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Nas plantas,
0os compostos fendlicos desempenham diferentes papeis bioldgicos, podem agir como
fitoalexinas, dissuasivos de ingestdo, atrativos para polinizadores, antioxidantes, contribuem
para a pigmentacdo das plantas e protegem contra a radiacdo UV. Na industria alimenticia, 0s
fenolicos podem contribuir para a adstringéncia, cor, flavor, odor e estabilidade oxidativa dos
alimentos (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os compostos fenolicos sdo substancias reconhecidamente possuidoras de atividade
antimicrobiana (VATTEM et al., 2004). Testes feitos com o extrato etanolico das folhas de C.
macrophyllum mostraram nitida correlacdo entre o contetdo de fendis e a poténcia
antimicrobiana (COSTA, 2005). Para avaliar a atividade antibacteriana de C. macrophyllum
foram escolhidas diferentes cepas da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC e MRPI198), pela
sua destacada importancia epidemioldgica. Esta espécie é um importante patdgeno humano,
responsavel por infeccBes graves devido ao seu variado conjunto de fatores de viruléncia,
coligado ao seu diverso espectro de resisténcia. A avaliacdo revelou a presenca de

pronunciada atividade frente as bactérias Gram-positivas, e afirmou que os multiplos fatores
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de resisténcia presentes no Staphylococcus aureus, que contribuem para fazer desta bactéria
um sério problema de satde puablica, ndo interferiram no mecanismo envolvido na atividade
antimicrobiana da espécie C. macrophyllum. A capacidade de impedir o crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus torna o extrato etandlico das folhas do caneleiro uma
alternativa para o tratamento das infec¢des causadas por este microrganismo (COSTA, 2005).

Carvalho (2009) ao avaliar os efeitos da Fragdo Hidroalcoolica (FHA) e mistura de
biflavonas obtidas da folha de C. macrophyllum na neuropatia diabética em camundongos,
comprovou que a FHA apresenta atividade inibidora da glicacdo proteica, efeito protetor
contra o desenvolvimento da neuropatia dolorosa, efeito antinociceptivo no tratamento agudo
e atividade antioxidante. No entanto, seus resultados mostram que a FHA néo apresentou
efeitos hipoglicemiantes. Isto indica que os efeitos observados na inibicdo da glicacéo
proteica sejam devidos ao possivel efeito antioxidante da FHA. Substancias antioxidantes séo
descritas como inibidoras de glicacdo proteica, tais como, a vitamina E ou tocoferol,
glutationa reduzida e os flavonoides. Tais resultados podem levar ao desenvolvimento de
medicamentos para retardar a progressdo dos efeitos crénicos do Diabetes Mellitus e/ou
tratamento da doenca, contribuindo para a melhoria da qualidade e expectativa de vida dos
pacientes.

A neuropatia diabética, uma complicacdo crbnica do Diabetes mellitus, que
compromete a qualidade de vida dos individuos que apresentam este distdrbio metabdlico, é
uma importante causa de dor cronica e os tratamentos disponiveis ndo se mostram eficazes em
aliviar a dor (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006). Piaulino (2011),
considerando que estudos com plantas medicinais sdo interessantes como uma perspectiva
futura para o tratamento da neuropatia diabética, avaliou o efeito antinociceptivo do extrato
etandlico (EEtOH) e da fracdo acetato de etila (F.AcCOEt) da casca do caule de C.
macrophyllum em ratos diabéticos. Os resultados observados mostraram um efeito protetor no
desenvolvimento da neuropatia dolorosa pelo extrato etandlico e efeito antinociceptivo no
tratamento agudo pela fracdo acetato de etila. Entretanto, investigacdes futuras se fazem
necessarias para avaliar a toxicidade desses extratos, bem como a sua atuacdo em outros
mecanismos.

Fernandes (2009), avaliou a toxicidade aguda em camundongos, a citotoxicidade em
eritrocito de ratos e a atividade protetora em modelos agudos de lesdo géastrica da fracdo
hidroalcoolica obtida do extrato etandlico das folhas de C. macrophyllum. Seus dados
evidenciaram a auséncia de toxicidade aguda em camundongos e auséncia de citotoxicidade

em eritrécitos de ratos. O extrato etanolico exibiu atividade gastroprotetora contra lesdes
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induzidas por etanol absoluto e etanol acidificado. Viana et al. (2013), utilizando vérios
modelos experimentais de lesdo gastrica para investigar a toxicidade aguda da fracdo
hidroalcoolica das folhas de C. macrophyllum (Cm-FHA) e seu possivel mecanismo de acdo,
relataram que o estudo toxicoldgico oral ndo revelou quaisquer efeitos toxicos, resultados
estes, que indicam um perfil de seguranca para o uso terapéutico via oral do Cm-FHA.

Obijetivando investigar possiveis efeitos toxicos do extrato etandlico das folhas de C.
macrophyllum sobre pardmetros reprodutivos e histopatoldgicos em ratas, Santos (2009),
avaliou possiveis interferéncias do extrato sobre a toxicidade reprodutiva de ratas (ADAMS,
1995), quanto & fertilidade, implantacdo do ovo, desenvolvimento do embrido e do feto,
abortamento e numero de nascidos vivos e analisou histopatolégicamente o efeito do extrato
do material vegetal sobre coracdo, figado e rins das ratas. As analises dos seus resultados
mostraram auséncia de toxicidade.

Coelho et al. (2014), ao investigar a eficacia de uma emulsdo de O6leo-agua de C.
macrophyllum, no reparo de feridas de ratos diabéticos, observou efeitos benéficos. A
emulsdo feita com o 6leo das sementes de C. macrophyllum mostrou uma influencia
significativa sobre a cicatrizacdo de feridas na pele de ratos diabéticos. Os resultados obtidos
indicaram que a emulsdo Oleo-agua acelerou o processo de reparo tecidual, aumentando a
deposicao de fibras de coldgeno, uma proteina que desempenha papel importante em tecidos
bioldgicos. Esta atuacdo se deve aos componentes quimicos presentes no 6leo da semente de
C. macrophyllum como flavonoides, tocoferol, esteroides ¢ -caroteno, que estdo associadas a
aceleracdo da cura de feridas decorrentes do diabetes, comprovando a acdo desta planta
medicinal na formacdo de fibras de coldgeno e acdo anti-inflamatéria e seu potencial
farmacologico promissor.

Estudos realizados com populacdes nativas de caneleiro da Caatinga da Bahia, no
nordeste brasileiro, que foram classificadas como C. gardnerianum Tul. pelo sistema
taxondmico antigo, demonstraram a existéncia de polimorfismo nas caracteristicas quimicas.
O extrato metanolico rico em fenois extraido da casca do caule, submetido as técnicas
cromatograficas, revelou o acido galico além da bergenina, como componente majoritario.
Enquanto que do extrato das folhas foram isolados além do &acido galico, o metil galato, o
acido elagico, a quercetina, a quercetina-3-O-p-D-glicopiranosideo, a quercetina-3-O-(6” - O-
galloyl)-B-D-glicopiranosideo, a quercetina-3-O-(6” -O-E-p-coumaroyl)-p-D-
glicopiranosideo, a agatisflavona e a vitexina (ALVES et al., 2012).

Este trabalho consiste no primeiro relato da bergenina apresentando atividade

analgésica em ratos. Além da bergenina, o acido galico presente no extrato da casca do caule,
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é também um composto que apresenta efeito antinociceptivo, anti-inflamatério e atividade
antioxidante. Os autores ressaltam a importancia de uma reavaliacdo taxondmica da espécie
C. macrophyllum em funcéo do polimorfismo encontrado quanto a constituicdo quimica nesta
populacdo (ALVES et al., 2012), se comparado aos estudos fitoquimicos realizados com
populacOes de Teresina-Pl (SOUSA et al., 2007; SILVA et al., 2007; PIAULINO et al., 2013;
VIANA et al., 2013; COELHO et al., 2014).

2.3.2 Cenostigma tocantinum

Cenostigma tocantinum Ducke é uma espécie nativa da Amazdnia, conhecida
popularmente por pau-preto, pau-pretinho, inharé, cassia-rodiviaria e mangiribd. Sua
ocorréncia é mais restrita que C. macrophyllum, abrangendo apenas a regido Norte do Brasil,
nos estados Amazonas, Para e Tocantins, sendo comumente encontrada em levantamentos
ecoldgicos. Ha relatos na literatura de espécimes cultivados no Jardim Botanico no Rio de
Janeiro (WARWICK; LEWIS, 2009). Ocorre em florestas primarias, em altas florestas de
terra firme, em florestas sazonalmente inundadas e ndo inundadas, e em solo arenoso. Sua
madeira é utilizada na construcéo civil e a arvore para ornamentagédo, arborizagdo urbana e
reflorestamento.

Essa espécie tem habito arbustivo (3 m), arboreo (8-35 m) (Figura 4) e apresenta copas
densas e troncos torcidos ou tortuosos, com profundos sulcos longitudinais irregulares. A
casca tem coloracdo marrom e nos galhos imaturos € castanho-acinzentada, sulcada,
lenticelada e com superficie frequentemente descascando, tornando-se brilhante e glabra na
maturidade (WARWICK; LEWIS, 2009).

Nos ultimos anos, seu potencial para a arborizacdo tem sido mais explorado, devido
aos seus aspectos favoraveis como tronco reto, crescimento rapido, copa frondosa, que
proporciona sombreamento eficiente e sem liberagcdo de grande quantidade de folhas, sistema
radicular pouco agressivo, além da beleza de sua floracdo. Por ser nativa, apresenta baixa
suscetibilidade ao ataque de pragas e doencas. Tais caracteristicas tornam a espécie atrativa
para o plantio na arborizacio urbana (BEZERRA; SALOMAO, 2005; GARCIA; MORAES;
LIMA, 2008). No entanto, ainda faltam estudos sobre os aspectos silviculturais relacionados

ao seu comportamento, crescimento, desenvolvimento e condigdes adequadas.
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Figura 4 — Pau-Pretinho (C. tocantinum Ducke) na arborizagdo urbana de Manaus-

AM. Foto Silas Garcia A. Sousa (2014).

Estudos sobre a diversidade genética das populagfes de C. tocantinum também sdo
escassos. Almeida et al. (2016), com o intuito de estudar a diversidade genética de
populacdes de C. tocantinum em areas urbanas de cidades do estado do Amazonas, por meio
de marcadores moleculares AFLP, coletou amostras de trés populagdes. De acordo com 0s
autores, conhecer a diversidade genética de populagdes de C. tocantinum de areas urbanas é
importante porque muitas vezes estas se tornam matrizes alvo de coleta de sementes para uso
em outros projetos de arborizacdo e para o plantio realizado pelos préprios moradores das
cidades. E enfatiza que a coleta realizada em poucos genotipos ou geno6tipos aparentados pode
facilitar a reducdo da base genética dos plantios. Lins, Farias Neto e Muller (2003),
recomendam maior diversidade de gendtipos em plantios, o que evitaria a vulnerabilidade
genética & doencas, a pragas e a condigdes edafo-climaticas adversas.

As estratégias de manejo e conservacdo das espécies devem observar a variabilidade
genética encontrada em suas populacfes, visando garantir a preservacao de Seus recursos
genéticos. Para a conservacdo da espécie C. tocantinum, deve-se considerar o seu padrdo de
variabilidade genética, sendo necessario para isso uma amostragem representativa do conjunto
de genes e alelos contidos nos individuos de cada populacdo. Os resultados encontrados por
Almeida et al. (2016), estdo de acordo com os apresentados na literatura para populacdes

naturais de espécies arbdreas tropicais, que mostram que em geral a maior parte da
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diversidade genética encontra-se dentro das popula¢es. Os marcadores do tipo AFLP
revelaram alto contetudo de informacdo genética em C. tocantinum, que podem ser uteis nas
analises genéticas que buscam obter informagdes para a sustentabilidade genética e o manejo
florestal da espécie.

N&o ha estudos conclusivos do sistema reprodutivo de C. tocantinum, no entanto, a
distribuicdo da sua variabilidade genética é semelhante as espécies florestais alogamas
tropicais, e existindo suspeita de alogamia, a amostragem de sementes de plantas vizinhas
poderia conduzir a obtencdo de plantas de individuos aparentados, o que pode levar ao efeito
da endogamia. Para a coleta de sementes visando os projetos de arborizagdo, deve-se buscar
amostrar diferentes plantas matrizes, pois existe a probabilidade das sementes serem
resultantes de acasalamentos endogamicos e assim resultar em menor potencial genético dos
descendentes. Com uma amostragem adequada na populacdo natural, os projetos de
arborizacgdo irdo colaborar com a conservagdo in situ da espécie (ALMEIDA et al., 2016).

Garcia et al. (2008), determinou o grau critico de umidade para as sementes de C.
tocantinum, que situa-se abaixo de 5,8% de agua e ressalta que, as sementes mesmo apds
passar pelo estresse de 96 horas de secagem, atingindo 5,8% de umidade, ainda
permaneceram viaveis com germinacao superior a 90%. Com este fato, p6de-se constatar que
tais sementes podem ser classificadas como ortodoxas, considerando que toleram a
dessecacdo em niveis muito baixos de umidade. De acordo com Ramalho et al. (2012),
sementes ortodoxas sao aquelas que podem ser dessecadas a baixos teores de umidade (4% a
6%) e armazenadas por longos periodos em camaras frias, em embalagens herméticas, sem
contudo, perder a capacidade germinativa.

Neste contexto, além da conservacgdo in situ para C. tocantinum, a conservagao ex situ
através de banco de sementes pode ser uma boa opg¢do. Conhecer o comportamento da
semente € importante, pois permite definir os métodos e as estratégias de conservacao da
espécie em estudo. O armazenamento de sementes sob condi¢cBes de baixa temperatura e
baixo teor de &gua constitui uma das técnicas mais eficientes para a conservacdo de recursos
genéticos de plantas por médio e longo prazo, sendo considerado procedimento padrao para a
maior parte dos bancos de germoplasma (ROBERTS, 1973).

Diante da devastacdo das florestas tropicais, causadas pela demanda humana de
recursos florestais e producdo de alimentos, a efetiva conservagdo de espécies arbdreas
nativas é de extrema importancia. Neste contexto, as estratégias de conservacdo devem ser
bem delineadas e aliadas umas as outras. Por exemplo, a conservacdo in situ de certa forma é

mais interessante por manter a biodiversidade e suas relacbes num ecossistema como um



30

todo, no entanto, aliada & conservacdo ex situ se torna uma ferramenta poderosa na
conservacao da variabilidade genética das espécies florestais tropicais.

O objetivo da conservacdo da variabilidade genética € a manutencdo do potencial
evolutivo das espécies, uma vez que esta variabilidade é condicdo essencial para a adaptacdo
as mudancas ambientais. Quando a variabilidade se faz presente, as chances de uma espécie
resistir a qualquer pressdo que o meio imponha s&o bem maiores, isso garante a sua
sobrevivéncia e € importante para a persisténcia evolutiva das espécies. A reducdo da
variabilidade genética restringe o potencial de ajustes genéticos a mudancas do ambiente,
sejam elas naturais, econdmicas ou sociais (FIGLIOLIA; OLIVEIRA; PINA-RODRIGUES,
1993).

2.4 Conservacao de espécies arbdreas nativas

Para que os programas de conservacdo e melhoramento genético das espécies arbdreas
obtenham éxito é fundamental que se conheca a variabilidade genética existente nas suas
populacbes naturais. Este conhecimento possibilitard a adocdo de estratégias efetivas de
manejo que visem a conservacgédo das populaces. Uma populacdo pode ser definida, do ponto
de vista da Genética de Populagdes, como um conjunto de individuos da mesma espécie, que
ocupa o mesmo local, apresenta continuidade no tempo e cujos individuos possuem a
capacidade de se acasalarem ao acaso, e por tanto, de trocar alelos entre si (RAMALHO et al.,
2012).

Com o intuito de elaborar e executar de forma eficiente os programas de conservagéo
de recursos naturais, é preciso que parametros pertinentes a cada espécie sejam considerados,
como por exemplo, informacdes ecoldgicas referentes ao padrao de distribuicdo, a estrutura
genetica das suas populacGes, 0 grau de erosdo genética e quais sao os fatores determinantes
da variacdo genética da espécie em questdo, além de compreender como esta variabilidade se
distribui entre e dentro das populagées. Informag6es como estas devem ser obtidas de forma a
prevenir a extin¢ao de populagdes naturais de espécies arboreas.

A variabilidade genética devido a diferencas alélicas pode ocorrer em diferentes
niveis, como, de espécies dentro de ecossistemas, de populagdes dentro de espécies e de
individuos dentro de populacGes de espécies. O planejamento de estratégias de conservagao
genética requer a caracterizacdo destes niveis de diversidade. O estudo da variabilidade

genética em populacBes naturais envolve duas compreensdes basicas, sendo que a primeira
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consiste em descrever os niveis de variabilidade genética que é mantida dentro das populacGes
de uma determinada espécie e a segunda, de particular importancia para a conservacdo
geneética, consiste em conhecer como essa variabilidade se distribui entre e dentro das
populacdes (KAGEYAMA, 1987; DIAS; KAGEYAMA, 1991).

O conhecimento a respeito da biologia e ecologia das espécies também deve ser
levado em consideragdo nos programas de conservagdo, uma vez que propiciam informacoes
sobre os padrdes populacionais, como distribuicdo da diversidade genética, fluxo génico,
taxas de cruzamentos. Informacdes como estas sdo relevantes ja que o potencial genético das
espécies é primordial para a sua evolucdo (HAMRICK et al., 1992; HAMRICK;
MURAWSKY, 1990). Hamrick (1983), estudando populagdes naturais de espécies arboreas,
ja concluia que a variabilidade entre e dentro de populacdes é afetada diretamente pelo
sistema de reproducdo da espécie, pelo seu mecanismo de dispersdo de sementes, além do
tamanho efetivo da populacdo, da sua distribuicdo geografica e do tipo de comunidade em que
a espécie normalmente ocorre.

A manutencdo da diversidade genética € um dos principais focos da biologia da
conservacao, ja que é ela que fornece o potencial adaptativo/evolutivo de uma espécie. Dentro
deste contexto, as técnicas da biologia molecular podem ser empregadas para a obtencdo de
informacOes sobre aspectos genéticos das espécies vegetais, em especial, os marcadores
moleculares, visto que, constituem uma importante ferramenta para descrever os padrdes de
variabilidade genética de uma populacdo natural e entre populacdes naturais, fornecendo
assim subsidios para a elaboracao das estratégias de conservacéo.

Antes da década de 70, a floresta tropical era considerada como um recurso auto
renovavel, hoje sabemos o qudo errbnea é esta afirmativa. A decorrente fragmentagdo e
degradacdo dos ecossistemas florestais sdo consideradas um dos maiores problemas
ambientais do mundo (LAURANCE; LOVEJOY, 2002; LAURANCE; STOUFFER;
LAURANCE, 2004). A ocupacéo de areas naturais para a expansdo urbana, industrial e para
exploracdo agropecuéria leva a uma constante fragmentacdo dos biomas naturais resultando
na perda da variabilidade genética. Esta fragmentacdo traz preocupacdes, uma vez que altera a
estruturacdo das populacdes comprometendo a utilizagdo dos recursos naturais (BARBOSA,;
MANTOVANI, 2000).

Um ponto que deve ser considerado na conservagdo e manutengdo da diversidade
genética de uma espécie é o fato de saber se a estruturacdo genética encontrada € uma

caracteristica natural da espécie estudada ou se é resultado da presenca de barreiras fisicas
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causadas pelo homem, como no caso de fragmentacdo de um habitat. Este conhecimento
podera nortear as aces de manejo e conservacao.

A estruturacdo genética de uma espécie no espaco e no tempo é resultante da acédo de
forcas evolutivas, tais como: mutacdo, migracao, selecdo e deriva genética. Dentre esses
fatores, as mutacdes e as migracGes tendem a aumentar a variabilidade genética, enquanto que
a selecdo e a deriva podem ocasionar a diminuicdo da variabilidade genética dentro das
populacbes (FELSENSTEIN, 2005).

Entre os fatores que podem alterar a frequéncia de certos alelos, causando a formacéo
de grupos divergentes dentro das populacfes, estdo a endogamia, a deriva genética e a
selecdo. Em contrapartida, a presenca de fluxo génico pode equilibrar esta diferenciagéo, visto
que espécies com acentuada movimentacdo de polen e sementes tém menor diferenciacdo
genetica entre populacdes do que espécies com fluxo genético restrito (LOVELESS;
HAMRICK, 1984).

Nas espécies arbdreas, na maior parte dos casos, observa-se uma alta variabilidade
genética dentro das populaces e baixa entre elas (COLLEVATTI et al., 2001; LEMES et al.,
2003; NOVICK et al., 2003). No entanto, isso é esperado para espécies de plantas com grande
numero de individuos com mais de um sistema de reproducdo e com a presenca de eficientes
mecanismos de dispersdo de pdlens e sementes. Ja para espécies com baixo N populacional,
que apresente reproducdo vegetativa, autofecundacdo e limitada dispersdo de pdlens e
sementes, 0 que Sse espera € uma baixa diversidade dentro e alta entre as populacGes
(LOVELESS; HAMRICK, 1984).

2.5 Genoma Cloroplastidico

A célula vegetal possui genomas de origem nuclear, mitocondrial (DNAmt) e
cloroplastidico (DNAcp). Cloroplastos, assim como as mitocéndrias, sdo organelas
citoplasmaticas que possuem material genético proprio. Sua origem endossimbiotica é
comprovada pela presenca de um maior nimero de caracteristicas similares ao genoma
procarionte do que ao genoma nuclear eucariético, como o fato do seu DNA estar contido em
uma Unica molécula circular, altamente helicoidizada e néo ter proteinas histonas associadas.
Essa teoria indica que os cloroplastos evoluiram de ancestrais eubacterianos hd mais de um
bilhdo de anos, entretanto a sua organizagdo génica evidencia que ocorre uma mistura de

caracteristicas eubacterianas, eucaridticas e unicas (PIERCE, 2011).
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A maioria dos genomas de cloroplastos varia de 120.000 a 160.000 pb que codificam
polipeptideos usados pela organela, bem como rRNAs e tRNAs necessarios para a traducdo
de suas proteinas. A replicacdo, transcricao e traducao dos seus genes sao similares em muitos
aspectos a esses processos em eubactérias. A maioria dos genes no DNAcp é transcrita em
grupos tipo operons originando mRNA policistrénico e poucos genes tém seus proprios
promotores, que sdo praticamente idénticos aos encontrados em eubactérias com sequéncias
de consenso -10 e -35 muito similares. A maior parte do DNAcp consiste em sequéncias ndo
codificantes e muitos genes apresentam introns (GRIFFITHS et al., 2013).

O genoma do cloroplasto codifica em torno de 100 proteinas, que estdo envolvidas na
formacdo dos complexos proteicos responsaveis pela fotossintese (SUGITA; SUGIURA,
1996). No entanto, estima-se que o cloroplasto contenha de 2000 a 5000 proteinas diferentes,
sendo a maioria delas codificadas pelo genoma nuclear (PELTIER et al., 2000). Como uma
organela semiautbnoma, a dupla localizagdo dos genes fotossintéticos gera um maior custo
para a regulacdo da expressdo génica nas células vegetais. Estudos evidenciaram que as
proteinas localizadas no centro de reacdo de cada fotossistema sdo codificadas pelo préprio
genoma cloroplastidico, enquanto que as proteinas periféricas sdo provenientes do genoma
nuclear (PFANNSCHIMDT et al., 2003). A RuBisCo (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-
oxigenase) é uma proteina importante e complexa que participa da fixacdo de carbono da
fotossintese e é formada por oito subunidades pequenas idénticas e oito subunidades grandes
idénticas. A subunidade menor € codificada pelo genoma nuclear, enquanto que a subunidade
maior é codificada pelo DNA do cloroplasto (PIERCE, 2011).

2. 6 Extracdo de DNA em plantas

A extracdo de DNA em plantas superiores, além de dispendiosa e laboriosa, €
dificultada pela da presenca dos compostos secundarios, oriundos do seu metabolismo e
liberados durante a lise celular. Os polissacarideos e os polifendis apresentam atividade
inibidora da reacdo de PCR, se ligam & molécula de DNA e impedem que enzimas como a
Taq polimerase e endonucleases de restricdo atuem, comprometendo a qualidade do DNA
extraido. Para contornar a interferéncia desses componentes celulares, geralmente, o0s
protocolos utilizam reagentes toxicos, como o cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e B-
mercaptoetanol, que atuam como antioxidantes e se ligam a esses compostos precipitando-os,

deixando assim o DNA livre para acao de enzimas na PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
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e enzimas de restricdo. Além de impedir o acesso de enzimas a molécula de DNA, a
contaminacdo por compostos fendlicos, por exemplo, leva a oxidacdo das amostras e
consequentemente a sua degradacdo (DELLAPORTA; WOOD; HICKS, 1983; SAHA,;
CALLAHAN; CREECH, 1997).

Um passo fundamental para se obter sucesso nos estudos moleculares em plantas,
sejam 0s que visem a caracterizacdo da diversidade genética de uma dada espécie ou qualquer
outra aplicacdo molecular, consiste no isolamento e purificacdo de quantidade suficiente de
DNA de boa qualidade. Na pratica, o que se busca é estabelecer protocolos que possibilitem a
obtencdo de DNA de alta qualidade, em quantidade, de forma rapida, eficiente e acessivel,
visto que na maioria das vezes estes estudos envolvem grande ndmero de amostras. Os
protocolos de extracdo devem evitar a degradacdo do DNA, eliminar os polissacarideos que
inibem a acéo das enzimas e eliminar substancias fendlicas ou outros compostos secundarios
que possam danificar o DNA.

Como as composic¢des dos metabdlitos secundarios variam entre espécies nos vegetais,
¢ comum que para cada espécie um determinado protocolo de extracdo de DNA sofra alguns
ajustes e modificacdes, visando resolver problemas especificos. A grande maioria dos
protocolos descritos na literatura, para a extracdo de DNA em plantas, derivam do protocolo
CTAB (Brometo de Cetiltrimetilaménio) padrdo, descrito por Doyle & Doyle, em 1987a,b ,
que utiliza o brometo de cetiltrimetilamdnio como detergente catiénico para solubilizar as
membranas lipoproteicas das células (CLARKE; MORAN; APPELS, 1989; FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 1998; ROMANO; BRASILEIRO, 1999).

O tecido preferencialmente utilizado para a extracdo de DNA em plantas é o tecido
foliar jovem, pois além de conter poucos metabdlitos secundarios, apresenta grande nimero
de células em divisdo e, consequentemente, mais DNA. O tecido foliar pode ser utilizado
fresco ou desidratado (seco). As vantagens de se usar tecido seco em estudos moleculares € 0
fato de ele poder ser rompido com mais facilidade, o que favorece a etapa de maceracao e a
qualidade do DNA em geral é satisfatoria, além disso, no estado desidratado o DNA é menos
suscetivel a degradacdo quimica ou enzimatica (MURRAY; THOPMSON, 1980). Entretanto,
a coleta de folhas jovens nem sempre é possivel, principalmente para espécies arbdreas em
populacOes naturais, que podem atingir varios metros de altura. Diante do exposto, buscar
fontes alternativas de DNA de boa qualidade, em plantas, para o emprego de estudos
moleculares é essencial.

Silva (2010) testou um procedimento modificado baseado no protocolo CTAB para

extrair DNA genémico de tecidos foliares maduros de espécies nativas do Cerrado, no qual
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avaliou diferentes concentragdes de f-mercaptoetanol no tampdo de extragdo. Seus resultados
sugeriram que com altas concentracdes de P-mercaptoetanol (1% a 5%) no tampdo de
extracdo pode se obter DNA de boa qualidade para analises posteriores, como amplificacdo
em PCR e digestdo com enzimas de restricdo. A autora salienta que os melhores resultados
foram obtidos com concentragfes cinco vezes maiores que a concentragdo recomendada no
protocolo original.

Colecoes de herbario sdo consideradas fontes potencialmente importantes de material
para estudos filogenéticos, todavia DNA de amostras histéricas € dificil de extrair, raramente
0s extratos sdo de boa qualidade. Drabkova, Kirschner e Vicek (2002), avaliaram sete
protocolos de extracdo de DNA, em espécimes de herbario de Juncus de varias idades. Os
melhores resultados obtidos exigiram boa maceracdo do material e maior tempo de
precipitacdo. Nessas condi¢des, o Kit DNeasy Plant (Qiagen) e o0 método CTAB modificado
forneceram boa quantidade de DNA. Taylor e Swann (1994) ressaltam que se o material
destinado ao herbario for seco ao ar na temperatura de 42°C, antes de ser estocado, pode
conter quantidade Util de DNA de alto peso molecular, e afirmam que a secagem ao ar é
melhor que a conservacdo do material em silica gel.

Na tentativa de buscar fontes alternativas de DNA para futuros estudos moleculares
em Plinia cauliflora, Danner et al. (2011) analisaram diferentes tecidos vegetais, bem como
sua forma de coleta e acondicionamento, na tentativa de evitar os problemas causados pelos
contaminantes. Além de folhas, foram coletados também o cadmbio do caule e peciolos
foliares. Observou-se que o cambio do caule escurece rapidamente, certamente por conta da
oxidacdo causada pelos compostos fendlicos. Essa oxidagdo pode ser evitada, colocando o
cambio em tampdo CTAB (2%), imediatamente apos a coleta. O cambio do caule e peciolo
foliar renderam uma quantidade menor de DNA que as folhas, no entanto, quantidade
suficiente para utilizacdo das amostras em amplificacbes em PCR subsequente.

O fato de restringir o tecido foliar jovem como principal fonte de DNA de qualidade
nas plantas, delimita as possibilidades de extracdo. Ter em outros tecidos a fonte de DNA de
alto peso molecular amplia a perspectiva de sucesso nos estudos moleculares. Utilizar outras
partes das plantas como, cambio do caule, peciolo foliar, sementes, ou até mesmo folhas
maduras ou velhas facilitaria e muito a etapa de coleta do material vegetal.

Gupta et al. (2012), diante da necessidade de determinar a pureza genética de lotes de
sementes de interesse agrondémico, propuseram um protocolo simples, rapido, eficiente e de
baixo custo para extrair DNA. Neste caso, especificamente, extrair DNA de sementes

implicaria em economia de tempo e dinheiro, pois evitaria a obrigatoriedade de testes de
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campo que sdo demorados, trabalhosos e requerem grandes &reas. Alguns ajustes nos
protocolos que utilizam o SDS (Dodecil sulfato de sddio) ou o CTAB como detergente,
viabilizaram essa alternativa. Sementes de mostarda indiana, arroz, trigo e algodao foram
colocadas de molho overnight para facilitar a maceracéo, a quantidade e qualidade do DNA
extraido foram suficientes para os estudos moleculares posteriores. Os autores ressaltam a
utilidade deste método para sementes de outas espécies.

Acrocomia aculeata é uma palmeira da familia das Arecaceae encontrada no Brasil,
por ser oleaginosa é bastante promissora para a producdo sustentavel de energia renovavel,
especialmente biodiesel. A Biologia Molecular é uma ferramenta importante para
caracterizagdo da diversidade genética, uma vez que pode conduzir estudos de conservagédo de
germoplasma. A obtencdo de amostras de tecido foliar para extracdo de DNA nessa espécie é
um problema, devido a sua altura que pode chegar a 20 metros. Uma alternativa para driblar
esse obstaculo e realizar uma amostragem eficaz das populagdes seria a coleta do caule,
denominado estipe, para este tipo de arvore. Lanes et al. (2013), padronizaram um protocolo
para extracdo de DNA de folhas frescas, folhas liofilizadas e para estipe. O método proposto
foi baseado no protocolo CTAB, porém de forma menos laboriosa e mais segura porque
eliminou o [-mercaptoetanol, substancia volatil e toxica que requer muito cuidado ao ser
manuseada. O estipe se mostrou uma boa fonte de DNA para estudos moleculares devido a
sua acessibilidade. A liofilizagdo é um mecanismo util quando o nimero de amostras é grande
e ainda permite o armazenamento das amostras durante um longo periodo de tempo.

Sousa et al. (2014), com o objetivo de comparar varios méetodos de extracdo de DNA
para folhas de Caesalpinia ferrea testou quatro protocolos baseados no detergente CTAB,
Doyle e Doyle (1987), Clarke, Moran e Appels (1989), Ferreira e Grattapaglia (1998) e
Romano e Brasileiro (1999), comparando-os com o kit comercial (Invisorb Spin Plant Mini
Kit, Invitek, Berlin, Germany). Usando primers de RAPD para o teste de amplificagdo em
PCR, as Unicas amostras que amplificaram foram as extraidas com o kit comercial, embora 0s
protocolos publicados por Ferreira e Grattapaglia (1998) e Romano e Brasileiro (1999)
tivessem produzido maior concentracdo de DNA de boa qualidade, segundo quantificacdo em
gel de agarose 0,8%. Caesalpinia férrea pertence a Caesalpinioideae, subfamilia das
Fabaceae conhecida por conter grande quantidade de compostos secundarios, podendo esses
terem sido 0s responsaveis por inibir a PCR.

Sem éxito na extragdo de DNA de Jatropha curcas, com os protocolos descritos na
literatura devido a presenca dos compostos secundarios, Pamidimarri et al. (2009)

desenvolveram um método simplificado, de baixo custo e confiavel, modificando o protocolo
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CTAB. As modificacdes, consideradas importantes, incluiram a utilizacdo de 3,5M NaCl no
tampdo de extracdo, Tris fenol saturado durante a purificacdo, 80% de etanol e 2,0M de NaCl
(concentracdo final) durante a precipitacdo, executando todos os passos em temperatura
ambiente. O DNA extraido de folhas jovens que pdde ser eficientemente digerido por
endonucleases de restri¢cdo, se mostrou adequado para amplificagcdes por PCR, bem como na
utilizacdo de técnicas moleculares para estudos de diversidade genética.

Diante da necessidade urgente de um protocolo simples e rapido que permitisse a
execucdo de centenas de amostras em um dia de trabalho, Kotchoni e Gachomo (2009)
descreveram um método pratico, livre da utilizacdo de reagentes toxicos. De uma maneira
simples, tanto em termos de reagentes quanto em equipamentos necessarios, o tempo de
extracdo foi reduzido drasticamente, eliminando o uso de nitrogénio liquido, de recipientes
com gelo, B-mercaptoetanol, cloroférmio: alcool isoamilico, porém garantindo no final, DNA
gendémico de boa qualidade. Testes foram feitos com Arabidopsis thaliana, da qual folhas
frescas foram submetidas a extracdo imediatamente apds a coleta com tampdo contendo
apenas SDS-NaCl. Para a precipitacdo foram utilizados apenas uma centrifuga e isopropanol.
As amostras obtidas foram passiveis de digestdo com enzimas de restricdo e amplificacdo na
PCR, certificando que o método foi eficiente ao precipitar as substancias interferentes.

Moreira e Oliveira (2011) relataram o efeito da idade da folha na extracdo de DNA de
Dimorphandra mollis, uma espécie arbdérea do Cerrado brasileiro, conhecida por suas
propriedades farmacologicas. Seguindo o protocolo CTAB padréo de Doyle e Doyle (1987b),
folhas jovens e folhas velhas foram submetidas a extracdo. A quantificacdo em gel de agarose
0,8% revelou a auséncia de DNA nas amostras referentes as folhas velhas, o que segundo os
autores se deve ao fato dessas folhas acumularem metabdlitos quimicos que sdo importantes
para sua propria defesa contra insetos herbivoros. Estes metabdlitos, constituidos por
compostos fendlicos oxidam o DNA de maneira irreversivel, degradando-o, o que impede a
sua posterior amplificacdo por PCR, pela inibicdo da enzima Tag-polimerase. A amplificacéo
por PCR com o DNA das folhas jovens de D. mollis foi bem sucedida com primers de RAPD.

2.7 Marcadores Moleculares para estudos de estrutura genética e filogeografia de

plantas

O polimorfismo de sequéncias de DNA e de proteinas revela dados sobre a
variabilidade genética intra e interpopulacional, que sdo significativos para que se possam
alcancar as metas postuladas pela biologia da conservacdo, como a descricdo da estrutura
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populacional com a finalidade de identificar unidades de conservacdo (FRANKHAM;
BALLOU; BRISCOE, 2002).

Os marcadores moleculares altamente polimorficos e com altas taxas de mutacao sao
bastante pertinentes para estudos populacionais e filogeograficos (LEMES et al., 2003;
NOVICH et al., 2003). As sequéncias de regides ndo codificantes e os microssatélites estdo
entre os mais utilizados. Entretanto, marcadores que apresentem taxas evolutivas e padrdes de
heranca distintos, contribuem para a obtencdo de informacdes destinadas a elucidacdo de
dados de estrutura genética e historia evolutiva das espécies (SCHAAL et al., 1998). Para as
plantas, marcadores moleculares provenientes do genoma cloroplastidico estdo entre os mais
propicios para estudos de filogenia (LORENZ-LEMKE et al., 2005; MILLER; SCHAAL,
2005).

As sequéncias de DNAcp evoluem lentamente se comparadas com as sequéncias do
DNA nuclear, tanto de plantas como de animais e alguns DNAmt, por isso, vém sendo
empregadas com frequéncia em estudos de filogenia por conta da sua estabilidade estrutural,
seu padrdo de heranca uniparental e sua taxa de mutacdo. Apesar de ser um genoma
conservado em sua evolucdo, sua variacdo intraespecifica tem sido relatada em muitas
espécies. Isso permite reconstruir a filogenia a nivel intraespecifico e inferir rotas historicas
de colonizagdo, como consequéncia de sua heranga materna na maioria das angiospermas
(FUJII et al., 1997; 1999; 2002; NEWTON et al., 1999). A variagdo no DNAcp pode ser
observada dentro de uma area relativamente restrita e assim proporcionar a oportunidade de
compreender as diferencas filogenéticas entre populacGes dentro de uma escala geografica
(HONJO et al., 2004).

O genoma mitocondrial (DNAmt) das plantas apresenta caracteristicas semelhantes ao
do genoma cloroplastidico (DNAcp) pois, além da heranca uniparental, a taxa de substitui¢cbes
de bases também € baixa. Contudo, 0 DNAmt ndo é muito utilizado para estudos de filogenia,
devido a sua taxa de mutacdo ser bem menor do que o DNAcp, sendo dessa forma, mais
dificil identificar polimorfismos neste genoma.

Estudos filogeogréaficos tém sido importantes na investigacdo do efeito das mudancas
climaticas do passado, sobre a estrutura genética das espécies animais e vegetais. Esses
estudos sdo fundamentais, pois permitem fazer inferéncias sobre a evolucdo das espécies
dentro dos biomas e auxiliam no planejamento de estratégias de conservagao. Ha na literatura
uma prevaléncia de estudos filogeogréficos de plantas baseado na variagdo encontrada no
genoma plastidial, que apresenta heranca materna na maioria das angiospermas. O fluxo

génico herdado maternalmente ocorre por meio da dispersdo das sementes, sendo neste caso,
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mais restrito do que os genes nucleares que apresentam heranca biparental e dispersédo por
gametas (ENNOS, 1994). Estudos da estrutura genética de populacdes de espécies
angiospermas caracterizadas tanto pelo DNA nuclear quanto plastidial, revelaram que a
variacdo no DNAcp esté espacialmente mais estruturada do que a variacdo nuclear.

Um estudo sobre a estrutura filogeografica de Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae:
Caesalpinioideae), uma espécie arbdrea endémica do Cerrado brasileiro, com o intuito de
compreender 0s processos que levaram a sua atual estrutura genética espacial, deu enfoque a
sequéncia de DNAcp ndo codificante (psbC-trnS). As andlises permitiram concluir que as
mudancas climaticas no Quaternario ajudaram a moldar a sua distribuicdo e a sua estrutura
genética encontrada no presente (RAMOS et al., 2007).

Avancos consideraveis foram alcancados com relacdo a compreensdo dos padrbes
biogeograficos em todo o mundo. Entretanto, poucos estudos tém abordado a questdo
filogeografica das espécies do Cerrado, um dos biomas mais ricos em biodiversidade do
mundo, que continua pouco estudado. O Cerrado € a savana mais rica do mundo,
especialmente em ndmero de espécies vegetais presentes, apresenta alto indice de endemismo
e muitas espécies adaptadas as condicdes de estresse (MYERS et al., 2000). Sua area original
foi reduzida em mais de 50% nos ultimos anos, tornando-se entdo um dos principais hotspots
globais para a conservacdo da biodiversidade (KLINK; MACHADO, 2005; PENNINGTON,;
RATTER; LEWIS, 2006; WERNECK, 2011).

O Cerrado envolve uma biota altamente heterogénea, tanto que alguns estudos o
dividiram em provincias biogeograficas (SCARIOT; SOUSA-SILVA; FELFILI, 2005;
FIASCHI; PIRANI, 2009). Novaes et al. (2010), estudando diferentes populagdes de
Dalbergia miscolobium (Fabaceae), uma arvore endémica e adaptada as regifes mais frias do
Cerrado, com o0 objetivo de investigar a estrutura filogenética e de verificar a sua
concordancia com os padrdes filogeograficos e biogeograficos descritos até entdo, utilizaram
uma sequéncia de intron do DNA plastidial e uma sequéncia do espacador transcrito interno
do DNA ribossomal nuclear (ITS). Os autores observaram um elevado nivel de diferenciacéo
entre as populacdes, o que ja foi relatado também para outras espécies (COLLEVATTI,
GRATTAPAGLIA; HAY, 2001, 2003; NOVAES et al., 2010; RAMOS et al., 2007) e
concluem que a distribuicdo heterogénea da diversidade genética de Dalbergia miscolobium
estd de acordo com a heterogeneidade comumente relatada, em termos de distribuicdo de
espécies, no bioma do Cerrado.

Os autores Fiaschi e Pirani (2009), reforcam a importancia de tratar as diferentes

provincias do Cerrado, como diferentes conjuntos de biodiversidade, diante da ocorréncia
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generalizada de haplotipos exclusivos nas diferentes populagdes estudadas e levantam
guestionamentos como: serd que esses padrdes biogeograficos ocorrem em outras espécies
difundidas no Cerrado? Como as diferencas ecoldgicas e os fatores historicos levaram a
diversificacdo da biota do Cerrado? A filogeografia do Cerrado ainda esta no seu inicio e
muitos estudos serdo necessarios para que possamos compreender a sua biogeografia téo rica,
porém ameacada, e assim explord-la de maneira sustentdvel contribuindo para a sua
conservacao.

Com o objetivo de reunir informacdes sobre a filogeografia intraespecifica para uso
em programas de conservacao de espécies ameacadas de extin¢do no Japdo, foram analisadas
a variacdo em sequéncias ndo codificantes de DNAcp da espécie Primula sieboldii
(Primulaceae), coletadas em regibes geograficamente distantes. Para este estudo, a analise de
variancia molecular mostrou que 59,9% do total da variacdo existente ocorre entre as regides;
32,5% da variabilidade ocorre entre as populagdes dentro das regites e 7,6% dentro das
populagdes. Com o estudo, pode-se concluir que para a conservagdo genetica dessa espécie, 0
transporte de plantas entre as regides deve ser evitado, a fim de conservar as caracteristicas
geneticas das populacdes locais (HONJO et al., 2004).

Com o propésito de examinar as relagdes entre as espécies do género Hoffmannseggia
(Caesalpinieae: Caesalpinioideae: Leguminosae), Simpson, Tate e Weeks (2004), utilizaram
dados moleculares da regido espagadora ITS nuclear, regido codificante do DNAcp (rbcL) e
regido de intron de DNAcp (trnL), para averiguar as evidéncias da ocorréncia de evolugédo
reticulada, devido a hibridacao interespecifica, e padrdes de carater evolutivo caracteristicos
do género.

Com base em anélises de dados de sequéncias de trés regides do DNAcp (trnL-F, rbcL
e rpsl6) Haston, Lewis e Hawkins (2005) fizeram uma reavaliacdo filogenética do grupo
Peltophorum (Caesalpinieae: Leguminosae) com o objetivo de esclarecer sua origem
monofilética ou parafilética e assim, determinar as relacBes entre os géneros do grupo.
Apoiado nos resultados, os autores apresentaram uma proposta para a reclassificagéo do grupo

Peltophorum.
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RESUMO

Cenostigma macrophyllum Tul. é uma espécie nativa e endémica do nordeste do Brasil,
presente nos biomas de Cerrado e Caatinga, pertencente a familia Fabaceae: Caesalpinioideae.
E conhecida popularmente por caneleiro, canela-de-velho, canela-de-veado, maraximbé ou
fava do campo. Apesar da sua importancia farmacoldgica, pouco ainda se sabe sobre a
diversidade genética dessa espécie. InformacBes sobre a variabilidade genética sdo
importantes para o estabelecimento de estratégias que visem a sua conservacao. Por sua vez, a
obtencdo de DNA de boa qualidade é um passo fundamental para estudos moleculares de
plantas. O estudo da genética populacional de uma espécie envolve muitas vezes a
amplificacdo de regides gendmicas via reagdo em cadeia da polimerase (PCR). O sucesso da
PCR tem relacdo direta com a preparacdo do &cido nucleico que contém a sequéncia de DNA
alvo para a amplificacdo. Desta forma, a aplicacdo de um determinado protocolo de extracdo
podera influenciar no isolamento de quantidades suficientes de DNA, de qualidade no minimo
satisfatdrias, para a execucdo das etapas de analise subsequentes dos projetos de pesquisa que
envolvam, por exemplo, a PCR e as atividades de digestdo do material genético com as
enzimas de restricdo. O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia de quatro protocolos
de extracdo de DNA de C. macrophyllum para folhas jovens, folhas maduras e sementes, por
meio da quantificacdo pelo NanoDrop e pelo QuBit 2.0 (Invitrogen), e da amplificacdo via
PCR de regides do genoma cloroplastidial. Os protocolos DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen),
Ferreira e Grattapaglia (1998), Katchoni e Gachomo (2009) e HotSHOT foram analisados
quanto a sua eficiéncia, vantagens e desvantagens. O DNA proveniente do kit comercial
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) foi analisado ainda quanto a acdo de endonucleases de
restricdo. O kit comercial se mostrou eficiente em todas as fontes de DNA, folhas jovens,
folhas maduras e sementes. O protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1998), mostrou baixa
repetibilidade dos resultados. J& os protocolos de Katchoni e Gachomo (2009) e HotSHOT
foram eficientes na extracdo de DNA de sementes, se destacando como protocolos

inovadores, rapidos, de facil execucdo, e livres de reagentes toxicos.

Palavras - chave: Caneleiro, DNA de sementes, variabilidade genética.
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ABSTRACT

Cenostigma macrophyllum Tul. is a native and endemic species from northeastern Brazil,
present in the Cerrado and Caatinga biomes, belonging to the Fabaceae family:
Caesalpinioideae. It is popularly known by caneleiro, cinnamon-de-viejo, cinnamon-deer,
maraximbé or fava from the field. Despite its pharmacological importance, little is known
about the genetic diversity of this species. Information on genetic variability is important for
the establishment of strategies for its conservation. In turn, obtaining good quality DNA is a
key step in molecular plant studies. The study of the population genetics of a species often
involves the amplification of genomic regions via polymerase chain reaction (PCR). The
success of PCR is directly related to the preparation of the nucleic acid containing the target
DNA sequence for the amplification. Thus, the application of a specific extraction protocol
may influence the isolation of sufficient DNA of at least satisfactory quality for the execution
of the subsequent analysis steps of the research projects involving, for example, PCR and
activities of digestion of the genetic material with the restriction enzymes. The objective of
this work was to compare the efficiency of four DNA extraction protocols of C.
macrophyllum for young leaves, mature leaves and seeds, by quantification by NanoDrop and
QuBit 2.0 (Invitrogen), and PCR amplification of regions of chloroplast genome. The
protocols DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), Ferreira and Grattapaglia (1998), Katchoni and
Gachomo (2009) and HotSHOT were analyzed for their efficiency, advantages and
disadvantages. DNA from the commercial kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) was further
analyzed for the action of restriction endonucleases. The commercial kit proved to be efficient
in all sources of DNA, young leaves, mature leaves and seeds. The protocol of Ferreira and
Grattapaglia (1998), showed low repeatability of the results. The protocols of Katchoni and
Gachomo (2009) and HotSHOT have been efficient in extracting DNA from seeds, standing

out as innovative protocols, fast, easy to perform, and free of toxic reagents.

Key words: Caneleiro, seed DNA, genetic variability.
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INTRODUCAO

Cenostigma macrophyllum Tul. € uma espécie nativa e endémica do nordeste do
Brasil, presente nos biomas de Cerrado e Caatinga. Pertencente a familia Fabaceae:
Caesalpinioideae, € conhecida popularmente por caneleiro, canela-de velho, canela-de-veado,
maraximbé ou fava do campo. A medicina popular atribui as cascas do caule, folhas e flores
dessa espécie propriedades de cura de afeccBes estomacais e intestinais. Dentre as
propriedades comprovadas em estudos cientificos constam antiinflamatorias, analgésicas,
antimicrobiana e antiulcerogénica (SILVA et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Estudos
mostraram que os extratos e fragdes das folhas e do caule de C. macrophyllum apresentam
alto teor de fenodlicos totais, 0 que explica a acdo antioxidante, antiulcerogénica, o efeito
analgésico e antibacteriano desta planta (ALVES et al.,, 2012; VIANA et al.,, 2013;
PIAULINO et al., 2013).

Apesar da sua importancia na farmacologia, ndo ha relatos na literatura de estudos
moleculares com C. macrophyllum. Conhecer a variabilidade genética existente nas
populacbes naturais é de fundamental importancia para elucidar a biologia da espécie
(BRAMMER, 2002). As informages sobre o sistema de reproducdo, diversidade e estrutura
genética sdo indispensaveis para o estabelecimento de estratégias que visem a conservagdo da
variabilidade genética existente, o que contribui consideravelmente para a manutencdo do
potencial evolutivo da espécie.

O passo fundamental para se obter sucesso nos estudos moleculares de plantas,
consiste no isolamento e purificacdo de quantidade suficiente de DNA de alta qualidade para
a execucdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e atividade de digestdo com
endonucleases de restricdo. A extracdo de DNA em plantas além de laboriosa, é dificultada
pela presenca dos compostos secundarios do metabolismo de suas células. Estes compostos
séo liberados com a lise celular e inibem a agé&o de enzimas como a Taq polimerase e enzimas
de restricdo. O método de extracdo de DNA deve, no entanto, ser capaz de isolar o DNA
desses compostos a fim de possibilitar a acdo das enzimas. Nos protocolos tradicionais,
reagentes como cloroférmio: alccol isoamilico (24:1) e B-mercaptoetanol tém esta funcéo,
eles atuam como antioxidantes e se ligam a esses compostos precipitando-os, deixando assim
0 DNA livre, porém apresentam a desvantagem de serem toxicos.

Além de obrigar o manuseio de reagentes toxicos, os protocolos tradicionais de

extracdo de DNA demandam tempo e geram grande volume de residuos. J& os Kits comerciais
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sd0 mais préticos, livres de reagentes tdxicos, entretanto, oneram o0s projetos de pesquisa. 1sso
se torna um inconveniente quando um grande numero de amostras precisam ser processadas,
0 que € comum em estudos de genética populacional.

Diante do exposto, 0 objetivo do nosso estudo foi comparar a eficiéncia de quatro
protocolos de extracdo de DNA na espécie C. macrophyllum, para folhas jovens, folhas
maduras e sementes, por meio da amplificagdo via PCR, de regides do genoma cloroplastidial
(cpDNA). Os protocolos DNeasy Plant Mini  Kit (Qiagen), Ferreira e Grattapaglia (1998),
Katchoni e Gachomo (2009) e HotSHOT (TRUETT et al., 2000) foram analisados quanto a
sua eficiéncia, vantagens e desvantagens. O DNA proveniente do DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) extraido de folhas jovens, do endosperma da semente e do caule, foi analisado

quanto a acao de endonucleases de restricao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular da
Embrapa Meio-Norte em Teresina/Pl. As amostras de folhas jovens, folhas maduras e
sementes de C. macrophyllum foram coletadas no Campus da Universidade Federal do Piaui —
UFPI/CCA, acondicionadas em isopor com gelo e colocadas no freezer a — 20°C até o
momento da extracdo de DNA. Para a extragdo foram utilizados 100 mg do tecido fresco, com
excecdo do protocolo HotSHOT, no qual 25 mg do tecido foram utilizados. Para as sementes,
o tecido utilizado foi o endosperma.

Os quatro protocolos foram estabelecidos conforme as descrigdes a seguir:

1) DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Solucdes:

- Buffers DNeasy Plant Mini Kit (AP1, AP2, AP3, AE)
- EtOH 100%

Equipamentos:

- Balanca de precisédo

- Precellys e tubos para Precellys

- Centrifuga

- Banho-maria (65°C)

- Tubos para microcentrifuga 1,5 puL
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Protocolo:

O tecido foi pesado, cortado em pedacos pequenos e colocado em tubos de Precellys
com cinco esferas de vidro de 3 mm. Foi adicionada a solucdo de lise (AP1) e levado ao
Precellys a 5700 rpm em temperatura ambiente por dois ciclos de oito segundos com intervalo
de dez segundos entre cada ciclo. Em seguida, as amostras seguiram para 0 banho-maria a
65°C, no qual permaneceram por 30 minutos. Posteriormente, foi dada continuidade no

processo de extracdo seguindo o protocolo descrito pelo fabricante do kit comercial.

2) Ferreira e Grattapaglia (1998)
Solucdes:

- Solugdo de lise

- cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)
- Isopropanol

- Etanol 70% e 95%

-TE

Equipamentos:

- Balanca de preciséo

- Precellys e tubos para precellys
- Centrifuga

- Banho-maria (65°C)

- Tubos para microcentrifuga 1,5uL

Protocolo:

Para cada amostra, usou-se 700uL do tampéo de extracdo (Para 50 mL de tampéo: 1 g
CTAB; 0,5 g PVP; 14 mL NaCl 5M; 2,0 mL EDTA 500 mM; 5,0 mL Tris-HCI 1 M; 100 mL
2-mercaptoetanol). Os tecidos vegetais foram pesados, cortados em pedagos pequenos e
colocados em tubos para Precellys, com cinco esferas de vidro de 3 mm, levados ao Precellys
a 5500 rpm, em temperatura ambiente, por dois ciclo de 16 segundos, com intervalo de dez
segundos entre os ciclos. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65°C, por 30 minutos
nas quais adicionou-se 160ulL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1); centrifugou-se as
amostras por 10 minutos e pipetou-se a fase superior para novos tubos. A essa fase aquosa, foi
adicionado 1/10 do volume com uma solugdo de 10% de CTAB e 1,4M NaCl. Repetiu-se a
operacdo de 160 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Adicionou-se 2/3 do volume da

solucdo de isopropanol gelado e armazenou-se a -20 °C por 30 minutos. Centrifugou-se
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durante trés minutos lavando o pellet duas vezes em de etanol 70% e uma vez em etanol 95%.
Retirou-se o etanol e em seguida deixou-se a amostra secar durante duas horas.
Ressuspendeu-se o pellet em 50 pL de TE ¢ 2 uL de RNAse. As amostras foram
acondicionadas a -20°C.

3) Katchoni e Gachomo (2009)

Solucdes:

- Buffer de extracéo (1% SDS, 0,5 M NaCl)

- Isopropanol

- Etanol 70%

Equipamentos:

- Balanca de preciséo

- Precellys e tubos para precellys

- Centrifuga

- Banho-maria (65°)

- Tubos para microcentrifuga 1,5uL

Protocolo:

Este protocolo seguiu com algumas modificagdes, em relagdo ao protocolo original
(Kotchoni e Gachomo, 2009), especialmente no que se refere a etapa de maceragdo do tecido
vegetal. As amostras foram pesadas (100 mg), colocadas em tubos especificos para o
Precellys, com 400 pL do tampao de lise e levadas ao Precellys a 5.800 rpm em temperatura
ambiente, por dois ciclos de oito segundos, com intervalo de dez segundos entre os ciclos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por um minuto, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 400 pL de isopropanol foi
adicionado e misturado vagarosamente por inversdo. A centrifugacdo foi repetida e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70%, centrifugado a
13.000 rpm por um minuto a temperatura ambiente e o etanol foi descartado. Secou-se o
excesso do etanol com papel toalha, as amostras permaneceram em secagem ao ar por alguns
minutos. O DNA foi diluido em 50 pL de ddH,O e estocado a -20°C.

4) HotSHOT

Solugdes:

- Lise alcalina: 25mM NaOH e 0,2 mM EdTA
- Reagente de Neutralizacdo: 40mM Tris-HCI
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Equipamentos:

- balanca de precisédo

- termociclador

- micropipetas

- tubos de PCR

Protocolo:

As amostras foram pesadas (25mg), colocadas em tubos de PCR com 75 pL do
tampéo de lise alcalina e levadas ao termociclador a 95° C, por 30 minutos. Em seguida, fez-
se a maceragdo manualmente com auxilio de uma agulha de croché e as amostras foram
colocadas a 4°C por 10 minutos. Adicionou-se 75 pL da solugéo de neutralizagéo e 2 pL da

preparacéo final foi utilizada para PCR de volume de 20 pL.

Quantificacdo e Reacgdes de amplificacéo

A guantificacdo de &cidos nucleicos foi realizada por espectofotdmetria, no NanoDrop
ND-1000 a 260 nm (SAMBROOK; FRITSCH; MAMIATIS, 1989) e a sua pureza foi
avaliada pela relacdo da absorbancia a 260 e 280 nm (Azs0/Azso) € 260 e 230 nm (Azgo/Azzo).
A absorbancia a 260 nm reflete a concentragcdo dos acidos nucleicos e a razdo entre 260 e 280
revela a presenca de proteinas na amostra. A quantificacdo especifica do DNA foi feita
também por fluorimetria, utilizando o aparelho QuBit 2.0 (Invitrogen).

As reacOes de amplificacdo via PCR foram realizadas em termociclador Veriti 96-
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®), programado com etapa inicial de desnaturacdo
de 1 minuto a 95°C, seguidos de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto
para o anelamento dos primers de cpDNA com temperatura especifica de cada iniciador, 1
minuto a 72°C e uma extensdo final de 5 minutos a 72°C (Tabela 1).

Essas reacOes foram preparadas em volume final de 20 pl, contendo
aproximadamente 15 ng de DNA, 0,25 mM de dNTP, 1U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 0,2 uM de primer, 3,0 mM de MgCl,, 2,0 uL de tampao 1x ¢ H,O ultrapura.

Os produtos das amplificacGes foram separados em gel de agarose a 1,5% em tampao
TBE 0,5 x conduzido a 80 V, por 120 minutos e corado com GelRed-Biotium 10.000 x
(Uniscience). Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram comparados com o marcador
DNA Ladder 1 Kb e 100bp (Invitrogen), sendo visualizados em transiluminador UV e

fotodocumentados.



Tabela 1 - Iniciadores utilizados para amplificacdo do cpDNA.
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Iniciador/Primer Sequéncia (5’ - 37) Combinacdo Usada pb* TA°C

trnH(GUG) ACTGCCTTGATCCACTTGGC trnH(GUG) — pshA  ~450 53

pshA CGAAGCTCCATCTACAAATGG

trnL(UAA)intronF CGAAATCGGTAGACGCTACG trnL(UAA)intronF - ~500 60
trnL(UAA)intronR

trnL(UAA)intronR GGGGATAGAGGGACTTGAAC 55

rbcL1 ATGTCACCACAAACAGARACTAAAGC rbcL1- rbcL3ambigR  ~500

rbcL3ambigR GGCGGACCTTGGAAAGTTTTARTATAAG

rbcL2 CTTTTAGTAAAAGATTGGGCCGAG rbcL2 - rbcL4F ~500 55

rbcL4F GCAGTTATCGATAGACAGAAGAATCATG

GT

rbcL3ambigF KCTTATAYTAAAACTTTCCAAGGTCCGCC  rbcL3ambigF- ~800 55
rbcL4R

rbcL4R ACCATGATTTTTCTGTCTATCAAATAACT

GC

*pb: tamanho do fragmento amplificado em pares de bases. TA: temperatura de anelamento.

Digestdo com enzimas de restricao

O DNA gendmico extraido com o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), a partir de

sementes, folhas e caule foi submetido a digestdo com as endonucleases de restricdo Hincll,

Haell, Rsal, Dral, EcoRlI e BstUI (New England BioLabs). As reagdes foram preparadas para

volume final de 20 pL, contendo 16,3 pL de &gua deionizada, 2 pL de Buffer (Buffer 10x:
900mM Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM NaCl e 100 mM MgCl, a 37°C), 0,2 uL de BSA a 10

Hg/uL e 0,5 pL da respectiva enzima de restri¢cdo contendo 10 U/uL. As reacGes para digestdo

foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), com

a seguinte programacéo: 15 horas a 37°C para a atuac¢ao da enzima de restricdo, seguido de 20

minutos a 65°C para a sua inativacdo. A andlise do DNA digerido se deu com a corrida em

gel de agarose 1,5% e corado com GelRed-Biotium 10.000 x (Uniscience).

RESULTADOS

A quantificagdo pelo NanoDrop indicou a presenca de acidos nucleicos nas amostras

dos quatro métodos de extracdo de DNA utilizados, em altas concentragdes, principalmente
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para as amostras de sementes. Entretanto, as razdes Azso/Azso € Azso/Azzo que determinam a
pureza do material genético foi satisfatoria, de modo geral, apenas para as amostras extraidas
com DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), onde a razdo Axso/Azg permaneceu, em media, entre
1,8 e 2,0 0 que determina acidos nucleicos livres da presenca de proteinas. A razao Azso/Azzo
também se mostrou satisfatoria apenas para as amostras do kit comercial, permanecendo
proximo de 1,8 a 2,2 o que indica acidos nucleicos livres de impurezas, como fendis e outros
contaminantes (Tabela 1).

A quantificacdo realizada pelo QuBit 2.0, especificamente para DNA, mostrou
concentracBes mais baixas que a quantificacdo pelo NanoDrop, no entanto, satisfatdrias para
as amostras extraidas com o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de folhas jovens, folhas
maduras e sementes. Para 0s outros trés protocolos, Ferreira e Grattapaglia (1998), Kotchoni e
Gathomo (2009) e HotSHOT (TRUETT et al.,, 2000) a quantificagdo evidenciou
concentragOes satisfatdrias apenas para as amostras de sementes (Tabela 2).

Tabela 1 - Quantificacdo e purificacdo pelo NanoDrop das amostras de C. macrophyllum.

Protocolos Material Concentragdo Aoeo/Asgo Aoeo/Aszg
ng/uL

DNeasy Plant FJ 154,2 2,07 2,28
Mini Kit — FM 164,0 1,73 1,98
Qiagen SEM 268,4 1,98 1,75
Ferreira e FJ 21,3 0,64 0,28
Grattapaglia, FM 39,6 0,85 0,44
1998 SEM 317,1 2,03 2,39
Kotchoni e FJ 20,8 0,96 0,58
Gachomo, FM 94 0,74 0,24
2009 SEM 814,2 1,64 0,49
HotSHOT FJ 1.186 0,86 0,52
(TRUETT, et FM 1.617 0,89 0,61
al. 2000) SEM 4.237 1,16 0,98

FJ: folha jovem; FM: folha madura; SEM: semente
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Tabela 2 - Quantificacdo do DNA pelo QuBit 2.0 em ng/uL.

DNeasy Plant Ferreira e Kotchoni e
Fonte de DNA o ] HotSHOT
Mini Kit Grattapaglia, 1998  Gatomo, 2009
Folha Jovem 23,0 3,2 <20 <20
Folha Madura 21,4 <20 <20 <20
Semente 94,3 30,7 82,7 32,0

O DNeasy Plant Mini Kit se mostrou eficiente na extracdo de DNA dos trés tipos de
tecidos vegetais analisados, folhas jovens, folhas maduras e sementes. A amplificagdo na PCR
ocorreu com 0s cinco pares de iniciadores de cpDNA testados, para todas as amostras,
evidenciando que, além das folhas jovens, as folhas maduras e as sementes também séo fontes
viaveis de DNA de boa qualidade para estudos moleculares em C. macrophyllum (Figura 1).

O protocolo sugerido por Ferreira e Grattapaglia (1998) de um modo geral, se mostrou
pouco eficiente, uma vez que ndo houve um padrdo nos resultados observados através das
amplificagdes via PCR. Para os cinco pares de iniciadores testados, a amplificacdo ocorreu
aleatoriamente nas amostras de folhas jovens, folhas maduras e sementes (Figura 2).

Para os protocolos Kotchoni e Gachomo (2009) (Figura 3) e HotSHOT (Figura 4), a
extracdo de DNA se mostrou eficiente apenas para as sementes. Ndo houve amplificacdo para
nenhum dos iniciadores com as amostras de folhas jovens e folhas maduras, o que indica a
auséncia de DNA de boa qualidade, que possibilitaria a amplificagdo para estas amostras. Ja
para as sementes, houve amplificacdo para todos os cinco pares de iniciadores nas amostras

obtidas por esses métodos.

100 bp
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Figura 1. PCR com DNA molde proveniente do DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) a)
trnH(GUG)-psbA, b) rbcL 4F- rbcL 2R, c) rbcL 3F-rbcL 4R, d) rbcL 1F-rbcL 3R, e)
trnH(UAA)F- trnH(UAA)R.




Figura 2. PCR com DNA molde proveniente do protocolo de Ferreira e Grattapaglia
(1998). a) trnH(GUG)-psbA, b) rbcL 4F- rbcL 2R, ¢) rbcL 3F-rbcL 4R, d) rbcL 1F-rbcL
3R, e) trnH(UAA)F- trnH(UAA)R.

Figura 3. PCR com DNA molde proveniente do protocolo de Kotchoni e Gachomo
(2009). a) trnH(GUG)-psbA, b) rbcL 4F- rbcL 2R, c) rbcL 3F-rbcL 4R, d) rbcL 1F-rbcL
3R, e) trnH(UAA)F- trnH(UAA)R.

Figura 4. PCR com DNA molde proveniente do protocolo HotSHOT (TRUETT et al.,
2000). a) trnH(GUG)-psbA, b) rbcL 4F- rbcL 2R, ¢) rbcL 3F-rbcL 4R, d) rbcL 1F-rbcL
3R, e) trnH(UAA)F- trnH(UAA)R.
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Figura 5. Teste de digestdo do DNA de C. macrophyllum com enzimas de restri¢do. S:

semente, F: folha, C: caule.
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DISCUSSAO

A extracdo de DNA é a etapa fundamental para o éxito em estudos moleculares, como
a utilizacdo de marcadores moleculares, uma importante ferramenta para a caracterizacao da
diversidade genética em plantas, visto que fornece a base para se tracar estratégias de
conservacao das espécies. No entanto, para as plantas, esta etapa requer testes preliminares a
fim de se certificar de que o protocolo de extracdo de DNA que se deseja utilizar € mesmo
eficiente para a espécie em estudo. Existe na literatura grande diversidade de métodos para se
extrair DNA de plantas, visto que a presenca de compostos secundarios do metabolismo
vegetal, que varia de uma espécie para outra, tende a prejudicar as analises subsequentes.
Neste caso, 0 protocolo adotado deve ser capaz de isolar estes compostos da molécula de
DNA, a fim de que se possa obter sucesso na amplificacdo via PCR e na digestdo com
endonucleases de restrigéo.

A metodologia mais indicada seria a utilizacdo dos kits comerciais para a extracao de
DNA, pois apresentam muitas vantagens, incluindo a praticidade, a simplicidade, a
repetibilidade dos resultados e o fato de dispensar 0 manuseio de reagentes toxicos. A
desvantagem, muitas vezes o fator decisivo na escolha do protocolo, € o alto custo dos Kits, 0
que onera significativamente os projetos de pesquisa. Nesse trabalho, o uso do kit comercial
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) mostrou resultados bem satisfatorios. Na quantificacdo pelo
NanoDrop, que revela as concentracdes dos &cidos nucleicos (DNA e RNA), os resultados
foram bons, com destaque para as amostras das sementes que mostraram concentracfes
notavelmente mais elevadas. As razbes Azso/Azso € AzsolAzzp que determinam a pureza do
material genético foram satisfatorias permanecendo préximas aos padrfes determinados de
1,80 — 2,00 para Ageo/Azgo € 1,80 - 2,20 para Azgo/ Az (Tabela 1).

A quantificacdo pelo QuBit, realizada especificamente para 0 DNA, revelou valores de
concentracfes menores que as quantificadas pelo NanoDrop, do que se deduz que no produto
final da extracdo pelo DNeasy Plant Mini Kit ha a presenca tanto de DNA como de RNA
(Tabela 2). A concentracdo de DNA nas sementes permaneceu notoriamente maior, 0 que
revela o endosperma das sementes de C. macrophyllum como uma excelente fonte de material
genético para estudos de Biologia Molecular.

Confirmando os resultados das quantificagbes do DNA obtidos pelo DNeasy Plant
Mini Kit, as amplificagdes na PCR transcorreram com Sucesso para 0S cinco pares de
iniciadores de cpDNA em C. macrophyllum, para todas as amostras de folhas jovens, folhas
maduras e sementes, mostrando que este método é eficiente para a obtencdo de DNA de alto

peso molecular, necessarios para estudos subsequentes.
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O protocolo publicado por Ferreira e Grattapaglia (1998), que consiste em uma
variacdo do método de Doyle e Doyle (1987), se mostra eficiente para muitas espécies de
plantas. Este método apresenta desvantagens como o fato de ser laborioso, demorado, gerar
grande quantidade de residuos e obrigar o manuseio de substancias neurotoxicas, como o f3-
mercaptoetanol, o fenol:cloroférmio que, no processo de extragdo de DNA, atuam como
antioxidantes, contribuindo para a purificagdo do DNA, sendo este ponto considerado a
principal desvantagem do método.

No presente estudo, os resultados obtidos com este protocolo ndo foram satisfatorios
para C. macrophyllum. A quantificacdo dos &cidos nucleicos pelo NanoDrop mostrou baixa
concentracdo, porém suficiente, para as folhas jovens e folhas maduras (Tabelal), com
excecdo das sementes, que resultaram em altas concentracdes de acidos nucleicos, 317,1
ng/uL, sendo este valor a média das amostras. As razdes Ageol/Azgo € AzgolAzzo foram muito
abaixo do esperado para as folhas jovens e folhas maduras, evidenciando que o método nédo
foi eficaz no isolamento do DNA, visto que existe presenga de contaminantes como proteinas
e compostos do metabolismo secundario nas amostras. Para as sementes, as razdes Aggo/Azgo €
AosolAzzo permaneceram proximo ao esperado. A quantificagdo pelo QuBit resultou em
concentracdo de DNA satisfatdria apenas para as sementes. A amplificacdo dos cinco pares de
iniciadores de DNAcp para C. macrophyllum neste protocolo foi de baixa repetibilidade,
comprovando a baixa eficiéncia desse método (Figura 2).

Os resultados de Sousa et al. (2014), para a extracdo de DNA a partir de folhas de
Caesalpinia férrea, mostraram altas concentracfes de DNA, na extracdo pela quantificacdo
em gel de agarose a 0,8%, porém apds a PCR, utilizando iniciadores de RAPD, ndo houve
amplificacdo, provavelmente por conta de substancias interferentes decorrentes do
metabolismo secundario dessa espécie, 0 que evidencia a falha do método na etapa de
purificacdo do DNA.

O protocolo de Kotchoni e Gachomo (2009) surgiu da necessidade de um método
rapido e simples, que possibilitasse a extracdo de DNA de centenas de amostras, em um dia
de trabalho. Dispensando o uso do nitrogénio liquido, a utilizacdo de reagentes tdxicos e
encurtando as etapas de lavagem do DNA, este método reduziu drasticamente o tempo e 0
custo da extracdo de DNA. Foi aplicado com sucesso para Arabidopsis thaliana e os autores
afirmam que é possivel obter bons resultados para varias espécies de plantas. Para C.
macrophyllum, fez-se algumas alteracdes no protocolo, como a utilizagdo do homogeneizador

Precellys e do banho-maria a 65°C.
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A quantificacdo pelo NanoDrop mostrou baixa concentragdo de acidos nucleicos para
folhas jovens e folhas maduras e alta concentracdo para as sementes. As razdes Azgo/Asgo €
Azs0/Azzo Toram muito abaixo do esperado para as folhas jovens, folhas maduras e sementes
(Tabela 1). A quantificagéo pelo QuBit resultou em alta concentracdo de DNA apenas para as
sementes (Tabela 2). Concentracdo esta, bem abaixo da fornecida pelo NanoDrop, 0 que leva
a concluir que ha altas concentragdes de RNA nas amostras de sementes. Os resultados foram
satisfatorios na PCR, apenas quando foi utilizado DNA molde proveniente do endosperma da
semente (Figura 3). Acredita-se que isso ocorra pelo fato desse tecido ser facilmente
macerado e principalmente, por conter células tripldides, comuns nas espécies angiospermas,
sendo produto da fusdo dos dois nucleos polares do évulo e um nacleo do grdo de pélen, o
que confere as células deste tecido maior quantidade de DNA (RAVEN; EICHHORN;
EVERT, 2014).

O protocolo HotSHOT ¢ réapido, acessivel e confiavel para a extracdo de DNA em
larga escala de tecido animal (TRUETT et al., 2000; MONTERO-PAU; GOMEZ; MUNOZ,
2008; ALASAAD et al., 2012; MEEKER et al., 2007; ALASAAD et al., 2008; WANG;
STORM, 2006). Foi desenvolvido baseado em uma alternativa simples de lise alcalina e
utilizacdo de buffer de neutralizacéo para se extrair DNA de células da mucosa bucal, células
sanguineas, sémen e de amostras forense de humanos (RUDBECK; DISSING, 1998). Truett
et al. (2000) extrairam DNA genémico de boa qualidade para a PCR em ratos, com algumas
modificacGes no protocolo original, como a incubacdo das amostras em hidroxido de sodio
em alta temperatura e ajuste do pH com solucéo Tris. De forma simples, 0 método HotSHOT
utiliza apenas duas solugdes, a solugédo de lise alcalina, composta de 25 mM de NaOH e 0,2
mM de EDTA e a solugdo de neutralizagdo, com 40 mM Tris-HCI. E ideal para amostras
pequenas de 0,2 cm ou 25 mg de tecido, 0 que permite sua execucdo com auxilio do
termociclador, podendo se extrair DNA de 96 amostras de uma uUnica vez. Testou-se este
protocolo em tecido vegetal de C. macrophyllum, obtendo-se sucesso na PCR para as
amostras de DNA oriundas do endosperma da semente, assim como o método de Kotchoni e
Gachomo (2009). Tal resultado foi bastante surpreendente, uma vez que o protocolo
HotSHOT é citado na literatura apenas para tecido animal.

A quantificacdo pelo NanoDrop mostrou concentragdes muito altas de &cidos
nucleicos para folha jovem, folha madura e semente, essa com 4.237 ng/uL (Tabela 1).
Contudo, as razdes Azso/Azgo € Azsol Azzp Toram muito abaixo do esperado para as trés fontes
de DNA (Tabela 1), o que mostra a presenca de contaminantes nas amostras. A quantificacéo

pelo QuBit resultou em concentracdo satisfatoria de DNA apenas para as sementes (Tabela 2).
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Gupta et al. (2012), extrairam DNA de sementes de mostarda indiana, arroz, trigo e algodao,
com protocolos que utilizam SDS e CTAB como detergente. Na quantificacdo de suas
amostras, eles obtiveram concentracfes de acidos nucleicos que variaram de 825,2 a 3.811,3
ng/uL, valores tdo altos quanto os encontrados para as sementes de C. macrophyllum, com o
protocolo HotSHOT.

Em animais, o método HotSHOT ¢ utilizado com sucesso para a deteccdo de peixes
transgénicos, que requer o isolamento de DNA de alto rendimento para a genotipagem via
PCR (MEEKER et al., 2007). Este método é capaz de isolar DNA de boa qualidade de
maneira rapida (10 a 20 minutos) a partir de varias fontes, até mesmo embriGes e sémen.
Como um protocolo facil, rapido, acessivel, livre de reagentes téxicos, o HotSHOT pode ser
visto como uma alternativa viavel, um método em potencial e inovador para a extracdo de
DNA em tecidos vegetais.

As reacdes com as enzimas de restricdo para a fragmentacdo do DNA de sementes,
folhas e caule de C. macrophyllum, extraidos com DNeasy Plant Mini Kit (Figura 5),
atestaram que este protocolo de extracdo é eficiente em produzir DNA de alta qualidade, livre
de contaminacBes como proteinas e compostos secundarios do metabolismo, passivel da acédo
das enzimas de restricdo. Resultado este, que comprova o potencial deste método como

discutido anteriormente com base na Figura 1.
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CAPITULO I
Folhas velhas como fonte de DNA para estudos moleculares em Cenostigma

macrophyllum (Fabaceae: Caesalpinioidae)*

'Artigo: “Old leaves as a source of DNA for molecular studies in Cenostigma macrophyllum
(Fabaceae) a native tree species of tropical northeastern Brazil .
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RESUMO

A extracdo de DNA em plantas consiste no passo chave para os estudos moleculares. A folha
jovem é a fonte de DNA mais utilizada nos estudos cientificos, pois além do tecido foliar
jovem apresentar 0 maior nimero de células em divisdo, possui também baixa concentracdo
de metabdlitos secundarios. Os compostos do metabolismo secundario dos vegetais sdo
conhecidos por oxidar os acidos nucleicos e também por se associarem a eles, dificultando
assim o processo de isolamento e inibindo a acdo de enzimas como a Tag polimerase e
endonucleases de restricdo, que ndo conseguem ter acesso as moléculas. Em se tratando de
espécies arbdreas, a coleta de folhas jovens nem sempre é facil. Para Cenostigma
macrophyllum, espécie arborea e arbustiva endémica do nordeste do Brasil, a coleta de folhas
jovens pode ser uma tarefa ardua, principalmente nas populagdes naturais. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da idade da folha de C. macrophyllum na extracéo de
DNA. Folhas jovens e folhas velhas foram coletadas em areas urbanas da cidade de Teresina-
Pl e submetidas a extracdo com o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). A quantificacdo do DNA
e a sua pureza foram avaliadas pelo espectofotdmetro no NanoDrop ND-1000, pelo
fluorimetro QuBit 2.0 (Invitrogen) e por gel de agarose a 0,8% e os resultados mostraram
concentracGes de DNA satisfatorias tanto para as folhas jovens quanto para as folhas velhas.
Todas as amostras exibiram DNA de alto peso molecular, com a razdo de absorbancia em 260
e 280 nm (A260/A280), proxima ao esperado de 1,8 a 2,0. O teste de amplificacdo via PCR
foi bem sucedido para os dois tipos de folhas, resultado este que comprova a eficiéncia das
folhas de diferentes idades como fonte de DNA para estudos moleculares em C.

macrophyllum.

Palavras-chave: Caneleiro, extracdo de DNA, DNA gendmico, metabdlitos secundarios
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ABSTRACT

The DNA extraction in plants is the key step for molecular studies. The young leaf is the
source of DNA used in most scientific studies, because besides the young leaf tissue had the
highest number of dividing cells, also has low concentration of secondary metabolites. The
compounds of secondary metabolism of plants are known to oxidize nucleic acids and also for
associating with them, thus hindering the process of isolation and inhibiting the action of
enzymes such as Taq polymerase and restriction endonucleases that do not have access to
molecules. In terms of tree species, collection of young leaves is not always easy. To
Cenostigma macrophyllum, tree and shrub species endemic to northeastern Brazil, the
collection of young leaves can be an arduous task, especially in natural populations. In this
context, the aim of this study was to evaluate the effect of age C. macrophyllum leaf in DNA
extraction. Young leaves and old leaves were collected in urban areas of the city of Teresina-
Pl and subjected to extraction with the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). The DNA
quantification and purity were assessed by spectrophotometer in NanoDrop ND-1000, Qubit
2.0 fluorometer (Invitrogen) and by agarose gel 0.8% and showed satisfactory results for both
DNA concentrations young leaves and for the old leaves. All samples exhibited high
molecular weight DNA with the ratio of absorbance at 260 and 280 nm (A260/A280) close to
the expected 1.8 to 2.0. The amplification via PCR test was successful for both types of
sheets, a result which confirms the efficiency of the leaves of different ages as a source of

DNA for molecular studies in C. macrophyllum.

Keywords: Caneleiro, DNA extraction, genomic DNA, secondary metabolites
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INTRODUCAO

A folha jovem é a principal fonte de DNA para estudos moleculares em plantas, pois
além do tecido foliar jovem apresentar 0 maior nimero de células em divisao, possui também
baixa concentracdo de metabdlitos secundarios. Ao longo do tempo, normalmente, as folhas
acumulam compostos quimicos em suas células, dentre outras funcdes, estes compostos
constituem um importante mecanismo de defesa nas plantas, uma vez que as protegem contra
0 atague de insetos herbivoros, impedem o crescimento de microrganismos em casos de
injurias (GOTTLIEB el al., 1996; MARTINS et al., 1998).

Os compostos do metabolismo secundério dos vegetais sdo conhecidos por
dificultarem o processo de extracdo de DNA, comprometendo inclusive, sua qualidade, pois
podem levar a oxidacdo dos acidos nucleicos de maneira irreversivel e podem também se ligar
ao DNA de modo que as enzimas de restricdo e a Tag polimerase sejam impedidas de atuar e
realizar suas atividades no DNA molde (SAHA et al., 1997; MOREIRA; OLIVEIRA, 2011).

A coleta de folhas jovens em muitos casos tende a ser dificultada pelo elevado porte
das espécies arboreas, desta forma, a possibilidade de utilizar material vegetal proveniente de
outro tecido vegetal, que apresente uma coleta mais acessivel, como por exemplo, 0 uso de
folhas mais velhas, parte do caule ou mesmo sementes, torna-se uma opgéo interessante,
como fonte de DNA Uteis em estudos moleculares.

Cenostigma macrophyllum (Fabaceae: Caesalpinioideae), espécie arborea nativa e
endémica do Cerrado da regido nordeste do Brasil, pode ser encontrada também na caatinga.
E conhecida popularmente como caneleiro, canela-de-velho, maraximbé e fava do campo.
Nos ultimos anos, esta espécie tem sido foco de estudos pelas suas caracteristicas
farmacologicas. Suas folhas, as cascas do caule e flores apresentam indicacdo popular para o
tratamento de afeccbes estomacais e intestinais. Dentre as propriedades comprovadas em
estudos cientificos estdo: anti-inflamatorias, analgésicas, antimicrobiana e antiulcerogénica
(SILVA et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Suas propriedades atraem o interesse da industria
farmacéutica e cosmética, em funcdo das atividades biolégicas que seus constituintes
quimicos apresentam (PIAULINO et al., 2013; VIANA et al., 2013; COELHO et al., 2014).

Apesar da sua importancia medicinal, ndo ha relatos na literatura sobre estudos
moleculares de C. macrophyllum, que descrevam a influencia de diferentes tecidos desta
planta na extracdo de DNA, o que poderia ser Gtil para estudos moleculares subsequentes,

como de diversidade genética. A possibilidade de se encontrar nas folhas mais velhas uma
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fonte de DNA de alta qualidade pode facilitar o processo de coleta do material nas espécies
arboreas, principalmente para estudos de diversidade genética, onde varias populacdes
precisam ser amostradas. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da idade

da folha de C. macrophyllum na extracdo de DNA.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Folhas jovens e folhas velhas de seis individuos adultos de C. macrophyllum foram
coletadas em areas urbanas da cidade de Teresina-Pl, Brasil (Figura 1). As amostras,
acondicionadas em isopor com gelo, foram conduzidas ao Laboratorio de Biotecnologia e
Biologia Molecular da Embrapa Meio Norte, em Teresina-Pl, onde foram mantidas a -20°C
até o momento da extracdo de DNA.

Figura 1 - Folhas de C. macrophyllum a) Folha Jovem b) Folha Velha

Extracdo, Quantificacdo e Amplificacdo do DNA

Para a extragcdo do DNA gendmico, utilizou-se o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) e
100 mg do tecido vegetal foi empregado. A quantificagdo do DNA foi realizada pelo
espectofotdometro no NanoDrop ND-1000 a 260 nm (SAMBROOK; FRITSCH; MAMIATIS,
1989) e pelo fluorimetro QuBit 2.0 (Invitrogen), e a pureza do DNA avaliada pela razéo de
absorbancia em 260 e 280 nm (A260/A280).
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A estimativa da concentracdo e integridade do DNA extraido foi realizada também
pela eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com SYBRSafe (Invitrogen), utilizando
como padrao de analise 0 DNA-A diluido na concentracdo de 100 ng/uL. O DNA extraido foi
testado pela amplificacdo via PCR com o par de iniciadores para a subunidade maior da
proteina RuBisCo (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenasse) codificada pelo genoma
cloroplastidico (cpDNA).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 10 pL, contendo
aproximadamente 15 ng do DNA molde, 1,5 pL de buffer 10x (Thermo Fisher Scientific Inc),
25 mM de MgCI2 (Thermo Fisher Scientific Inc), 200 mM dNTPs (New England BioLabs
Inc.), 0,75 uL de primer, 2,0 pL de agua ultrapura, 1 U de Tag DNA polimerase (Thermo
Fisher Scientific Inc). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Os ciclos das PCRs foram iniciados com
uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos compostos por etapa
de desnaturacdo a 95°C por um minuto, temperatura de anelamento dos primers de 60°C por
um minuto e etapa de extensdo a 72° por um minuto, encerrando com a extensao final a 72°C
por 4 minutos. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em geéis de agarose 1,5% e

corados com SYBRSafe (Invitrogen) para visualizagcdo em transluminador UV.

RESULTADOS

Para as folhas jovens as concentracfes de acidos nucleicos variaram de 17,7 a 192,9
ng/uL entre os seis individuos analisados e para as folhas velhas, a variacdo foi de 108,0 a
435,8. As razbes A260/A280 e A260/A230 que determinam a pureza do material genético
foram satisfatorias. Onde, a razdo A260/A280 permaneceu proxima ao recomendado, entre
1,8 e 2,0, 0 que determina acidos nucleicos livres da presenca de proteinas e a razdo
A260/A230, que indica a presenca de impurezas nas amostras, como fendis, polissacarideos e
outros componentes do metabolismo secundario das células, manteve-se também préxima ao
desejado, entre 1,8 e 2,2 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Quantificagdo e purificacdo pelo NanoDrop das amostras de folhas jovens e

folhas velhas de C. macrophyllum.

Fonte de DNA Individuos ng/uL

Razao Axso/Azgo NM  Razao Ao/ Azzg NM

1 26,5 1,57 2,30
2 40,9 1,74 2,19
Folhas Jovens 3 106,9 1,80 2,09
4 192,9 1,88 2,45
5 180,6 1,94 1,79
6 17,7 1,78 1,83
1 148,1 1,86 2,33
2 435,8 1,91 1,86
Folhas Velhas 3 164,4 1,77 2,25
4 108,0 1,86 2,44
5) 133,6 1,77 2,14
6 120,3 1,94 2,32

A quantificacdo pelo fluorimetro QuBit 2.0 (Invitrogen), especificamente para DNA

(Tabela 2) resultou em valores de concentragdes menores que os gerados pelo NanoDrop, 0

que leva a crer que ha a presenca de RNA nas amostras extraidas pelo DNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen). Para as folhas jovens, as concentragdes de DNA variaram entre 10,8 e 84,4 ng/pL e

para as folhas velhas, de 49,7 a 94,4 ng/uL.

Tabela 2 - Quantificacdo do DNA pelo Fluorimetro QuBit 2.0 dos seis individuos analisados

de Cenostigma macrophyllum em ng/uL.

Fonte de 1 2 4
DNA
FJ 10,8 84,4 50,8 46,4 14,0
FV 70,0 94,4 49,7 61,8 79,6

FJ: Folha jovem, FV: Folha velha

A estimativa da concentracdo e integridade do DNA pela eletroforese em gel de

agarose mostrou que a extracdo foi bem sucedida para as folhas jovens e folhas velhas dos

seis individuos de C. macrophyllum. O DNA extraido exibiu boa qualidade (Figura 2A). A
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amplificagéo via PCR do fragmento do gene rbcL do cpDNA ocorreu com sucesso para todos

individuos, tanto para as folhas jovens quanto para as folhas velhas (Figura 2B).

FJ
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Figura 2 - A) DNA genémico de C. macrophyllum dos seis individuos. Folha jovem

(FJ) e folha velha (FV). B) Amplificacdo do gene rbcL nos seis individuos. Folha
jovem (FJ) e folha velha (FV).

DISCUSSAO

As espécies arbdreas da subfamilia Caesalpinioideae (Fabaceae) sdo conhecidas por
apresentarem altas concentra¢fes de compostos secundarios com propriedades farmacéuticas.
O Cerrado brasileiro, bioma considerado um dos 34 hotspots da biodiversidade mundial, se
destaca por apresentar um numero expressivo de espécies desta subfamilia usadas na
medicina popular (MITTERMEIER et al., 2004). De acordo com a literatura, as folhas das
plantas acumulam ao longo do tempo metabdlitos quimicos que sdo utilizados como
mecanismo de defesa sob as condi¢Ges adversas do ambiente, como infeccdes, ferimentos,
ataque de insetos herbivoros onde atuam como dissuasivos de ingestdo (NACZK; SHAHIDI,
2004). Estes compostos secundarios do metabolismo conferem as especies vegetais
propriedades farmacoldgicas que despertam o interesse da industria farmacéutica e cosmética
(MATSUKI et al., 2004).

Cenostigma macrophyllum € uma espécie rica em compostos fendlicos que
apresentam diversos papeis bioldgicos como a capacidade de impedir o crescimento de

colbnias de certas bacterias, acdo antinociceptiva, gastroprotetora (SANTOS, 2001; COSTA,
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2005; SOUSA, et al., 2007; SILVA et al., 2007; PIAULINO et al., 2013; VIANA et al., 2013
COELHO et al., 2014). Os flavonoides sdo compostos fenolicos frequentes nessa espécie e
apresentam acédo antioxidante, importante por interceptar a agdo dos radicais livres nas células
(SCHENKEL et al., 2007).

Embora tragam beneficios para os organismos vivos, 0s compostos secundarios do
metabolismo tendem a dificultar os processos de extracdo e analise de DNA nas plantas
(SAHA et al., 1997). John (1992), afirma que estes compostos oxidam o DNA de maneira
irreversivel, além de inibir a acdo de enzimas, como as endonucleases de restricdo e a Taq
polimerase, por se ligarem a molécula de DNA. Este fato inviabiliza a utilizacdo de folhas
velhas como fonte de DNA de alta qualidade para estudos moleculares em funcdo da presenca
significativa desses compostos que séo liberados durante a lise celular.

Moreira e Oliveira (2011), analisaram o efeito da idade das folhas de Dimorphandra
mollis, espécie arbérea do Cerrado brasileiro, na extracdo de DNA com o protocolo CTAB
padrdo (Doyle e Doyle, 1987). A quantificagdo das amostras em gel de agarose a 0,8%,
mostrou auséncia de DNA para as folhas velhas e as amplificacGes via PCR com primers de
RAPD aconteceram somente nas amostras de folhas jovens. Os autores concluiram que a
presenca de grandes concentragfes de compostos secundarios nas folhas velhas oxidou o
DNA e que a auséncia de bandas na PCR pode estar associada com a presenga dos compostos
quimicos presentes nas folhas usadas.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que isto ndo é uma regra para todas as
espécies vegetais. Em C. macrophyllum, o DNA foi extraido com sucesso tanto de folhas
jovens quanto de folhas velhas. As folhas velhas, por sinal, mostraram-se excelentes como
fonte de DNA de alto peso molecular. As quantificacdes realizadas por espectofotdmetria no
NanoDrop (Tabela 1), por fluorimetria, pelo QuBit 2.0 (Tabela 2) e em gel de agarose a 0,8%
(Figura 2A) mostraram a presenca de concentracfes satisfatorias de DNA de boa qualidade
para estudos moleculares. As amplificagGes via PCR vém atestar estes resultados (Figura
2B), comprovando a eficiéncia das folhas de diferentes idades como fonte de DNA para esta
espeécie.

Uma possivel justificativa para estes resultados pode se basear no fato de que os
compostos fendlicos biologicamente ativos, em especial os flavonoides presentes
expressivamente nas folhas de C. macrophyllum, nesta situagao, exerceram acéo antioxidante,
atuando de forma significativa na manutencdo da integridade das células e protegendo os
acidos nucléicos de possiveis degradacbes em decorréncia da idade das folhas. O que condiz

com a literatura que afirma que as substancias antioxidantes presentes nos vegetais podem
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prevenir danos oxidativos a moléculas importantes como o DNA, proteinas e lipideos de
membrana (GORETTA et al., 2004), além de indicar um alto potencial bioativo dos extratos
de C. macrophyllum.

A extracdo de DNA é uma etapa crucial para as analises moleculares e pode ser obtida
a partir de folhas de diferentes idades, sejam frescas ou desidratadas. A escolha da fonte de
DNA ¢ especifica para cada espécie e a composi¢do quimica do tecido vegetal utilizado
direcionard o método a ser adotado, sejam folhas jovens, folhas velhas, caules, sementes ou
raiz. Desta forma, a extracdo DNA de alta qualidade em espécies vegetais requer testes com
diferentes tecidos e com diferentes protocolos, uma vez que, 0 metodo que funciona para uma
espécie ndo necessariamente se mostrara eficiente para outra. Cheng et al. (2003), extrairam
DNA de amostras de folhas jovens e folhas velhas de varias espécies de Citrus que contém
altos niveis de polissacarideos, incluindo uma etapa de purificagdo com éter saturado com
agua e 1,25 M NaCl nos protocolos CTAB e SDS. Suas amostras tiveram rendimento que
variou de 50-500 pg/g de DNA, passivel da agdo da enzima Taq polimerase via PCR e analise
de RFLP.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que, para C. macrophyllum, as folhas

velhas constituem excelentes fontes de DNA, tanto quanto as folhas jovens.
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RESUMO

Cenostigma € um pequeno género de arvores e arbustos nativo do Brasil, pertencente a familia
Fabaceae, a subfamilia Caesalpinioideae e a tribo Caesalpinieae, formado por duas espécies,
C. macrophyllum e C. tocantinum, que se distribuem nas regides Norte e Nordeste do Brasil.
Ambas as espécies sdo empregadas na ornamentacdo de pracas e avenidas devido ao seu
potencial para a arborizacdo. C. macrophyllum é também utilizada pela medicina popular, por
suas propriedades farmacoldgicas e a acdo antiinflamatdria, analgésica, antimicrobiana e
antiulcerogénica dos extratos de suas folhas, caules e sementes, comprovadas cientificamente.
Neste estudo, foi realizado o sequenciamento da uma regido intergénica do genoma
cloroplastitico (cpDNA), psbB-psbF, com o intuito de conhecer a diversidade genética em
populacdes naturais dessas espécies, visando contribuir para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de manejo e conservacgdo. Foram coletadas amostras de 11 populac¢des naturais de C.
macrophyllum nos estados do Piaui e Maranhdo. As amostras de C. tocantinum foram
coletadas na &rea urbana da cidade de Manaus-AM. O sequenciamento de 762 pb dos 123
individuos revelou 12 sitios polimorficos, sendo 9 singletons e 3 parsimonia-informativo.
Quatro haplotipos foram detectados evidenciando que essa regido é bastante conservada entre
as duas espécies. A arvore neighbor-joining e a rede de haplotipos revelaram quatro grupos,
sendo que dois desses foram mais frequentes. Foi confirmada a distincdo entre C.
macrophyllum e C. tocantinum, além da existéncia de diferencas entre as populacdes de C.
macrophyllum das regides norte e sul dos estados do Piaui e Maranhdo. A subdivisdo de C.
macrophyllum em dois taxa suporta a existéncia da variedade acuminata, descrita por Freire
(1994), e uma variedade ainda nao descrita. Tal separacdo, com essas duas variedades, sugere
um processo incipiente de especiagdo. Os resultados deste estudo, de diferenciacdo
interespecifica e substruturacdo intraespecifica fornecem uma base consistente para futuros

estudos a respeito dos conceitos da genética de populacdes para o género Cenostigma.

Palavras chave: caneleiro, sequenciamento, coDNA
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ABSTRACT

Cenostigma is a small genus of trees and shrubs native of Brazil belongs to the Fabaceae
family, subfamily Caesalpinioideae and Caesalpinieae tribe formed by two species, C.
macrophyllum and C. tocantinum, which are distributed in the North and Northeast of Brazil.
Both species are used in ornamental squares and avenues because of its potential for
afforestation. C. macrophyllum is also used in folk medicine for their pharmacological
properties and anti-inflammatory, analgesic, anti-microbial and anti-ulcer extracts of its
leaves, stems and seeds are scientifically proven. In this study, we performed the sequencing
of the intergenic region of cloroplastitico genome (cpDNA), psbB-psbF, in order to know the
genetic diversity in natural populations of these species in order to contribute to the
development of effective management and conservation strategies. Samples were collected
from 11 natural populations of C. macrophyllum in the states of Piaui and Maranhdo. Samples
of C. tocantinum were collected in the urban area of the city of Manaus-AM. Sequencing of
762 bp of the 123 individuals revealed 12 polymorphic sites, 9 singletons and 3 parsimony-
informative. Four haplotypes were detected showing that this region is highly conserved
between the two species. The tree and neighbor-joining haplotype network revealed four
groups, two of which were more frequent. The distinction was confirmed between C.
macrophyllum and C. tocantinum, besides the existence of differences between populations of
C. macrophyllum the northern and southern regions of the states of Piaui and Maranhdo. The
subdivision of C. macrophyllum two rate acuminata supports the existence of the variety
described by Freire (1994), and a variety yet described. Such separation with these two
varieties, suggests an incipient process of speciation. The results of this study, interspecific
and intraspecific differentiation substruturagéo provide a consistent basis for future studies on

the genetics of populations concepts for Cenostigma genre.

Keywords: Caneleiro, sequencing, copDNA
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INTRODUCAO

Cenostigma € um género de arvores e arbustos nativo do Brasil, pertencente a familia
Fabaceae, a subfamilia Caesalpinioideae e a tribo Caesalpinieae. Com base em estudos
morfologicos, Warwick e Lewis (2009) evidenciaram a ocorréncia de duas espécies,
Cenostigma macrophyllum Tul. (sinonimia C. gardnerianum) e Cenostigma tocantinum
Ducke, que estdo distribuidas nas formac6es de mata, cerrado e caatinga das regides Norte e
Nordeste do Brasil.

Estudos sobre a diversidade genética das espécies arboreas nativas do Cerrado
brasileiro sdo escassos, no entanto sdo importantes, pois permitem tracar estratégias de
manejo e conservacao que visem garantir a preservacdo dos Seus recursos genéticos. A
conservacao da variabilidade genética visa a manutencdo do potencial adaptativo/evolutivo
das espécies, uma vez que esta variabilidade € condicdo essencial para a adaptacdo as
mudancas ambientais. Onde a variabilidade se faz presente, as chances de uma espécie resistir
a qualquer pressdo que o meio imponha sdo bem maiores, isso garante a sua sobrevivéncia e é
importante para a persisténcia evolutiva das espécies.

O Cerrado € um dos biomas mais ricos em biodiversidade do mundo e continua pouco
estudado. E conhecido como a savana mais rica do mundo, especialmente em nimero de
espécies vegetais presentes, apresenta alto indice de endemismo e muitas espécies adaptadas
as condicoes de estresse (MYERS, et al., 2000). Sua area original foi reduzida em mais de
50% nos ultimos anos, 0 que o tornou entdo um dos principais hotspots globais para a
conservacdo da biodiversidade (KLINK; MACHADO, 2005; PENNINGTON et al., 2006;
WERNECK, 2011).

As técnicas da biologia molecular podem ser empregadas para a obtencdo de
informacgdes genéticas de espécies vegetais, por meio de, por exemplo, marcadores
moleculares. Estes constituem uma poderosa ferramenta para descrever os padrdes de
variabilidade genética dentro e entre populagdes naturais, fornecendo assim subsidios para a
elaboracdo das estratégias de conservacdo. A caracterizacdo da estrutura genética
populacional é fundamental para identificar unidades de conservacao.

Para as plantas, marcadores moleculares provenientes do genoma cloroplastidico
(cpDNA) estdo entre os mais propicios para estudos de filogenia e genética populacional
(LORENZ-LEMKE et al., 2005; MILLER; SCHAAL, 2005). As sequéncias de cpDNA
evoluem lentamente se comparadas com as sequéncias do DNA nuclear, por isso vém sendo

empregadas com frequéncia em estudos genéticos por conta da sua estabilidade estrutural, seu



86

padréo de heranga uniparental e sua taxa de mutacdo (HOWE et al., 2003). Apesar de ser um
genoma relativamente conservado, variagcbes no cpDNA tém sido relatadas para muitas
espécies de plantas (SCHAAL et al., 1998) o que permite estudar a estrutura genético-
populacional e reconstruir a filogenia em nivel intraespecifico e inferir rotas histéricas de
colonizagdo como consequéncia da sua heranga materna na maioria das angiospermas (FUJII
etal., 1997; NEWTON et al., 1999). A varia¢cdo no cpDNA pode ser observada dentro de uma
area relativamente restrita e dessa forma possibilita a compreensdo das diferencas
filogenéticas entre populacdes dentro de uma determinada escala geografica (HONJO et al.,
2004).

Neste estudo, a regido espacadora intergénica psbB-psbF do cpDNA foi utilizada
como marcador (HAMILTON, 1999), sendo a regido amplificada, flanqueada por éxons, o
que fornece locais conservados de emparelhamento dos iniciadores. Por se tratar de uma
regido ndo codificante do genoma cloroplastidico, esta se constitui em uma regido
potencialmente favordvel para a detec¢do de variagOes intra e interespecifica no genoma das
espécies do género Cenostigma. Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo € inferir as
relacdes filogenéticas entre as espécies, além de avaliar os niveis de variabilidade genética e
estrutura populacional da espécie C. macrophyllum com base no fragmento estudado, visando

contribuir futuramente para o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservagao.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e extragdo de DNA

Folhas de Cenostigma macrophyllum foram coletadas em populagdes naturais nos
estados do Piaui e Maranhdo (Tabela 1 e Figura 1). As amostras de Cenostigma tocantinum
foram coletadas na area urbana da cidade de Manaus-AM. Apos a coleta, as folhas foram
armazenadas em sacos de papel devidamente identificados e levadas a estufa a 37°C, por 24
horas para desidratacdo. Depois de desidratadas, as folhas foram acondicionadas em local
seco, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente, até o0 momento da extracdo de DNA. As
populacdes de Altos-Pl e de Sdo Raimundo Nonato-PI foram coletadas em &reas de reserva
ambiental, Reserva dos Palmares e Serra da Capivara, respectivamente, com a autorizacao do
Ministério do Meio Ambiente — MMA e Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade — ICMBIo, de nUmero 47118-2.
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Tabela 1 — Informaces sobre os locais de coleta das amostras de Cenostigma macrophyllum

e C. tocantinum.

) Estadodo Cddigo do o
Locais de Coleta ) n Coordenadas Geogréficas
Brasil Local
Zoobotanico Piaui THE-Zoo 12 S 05°02°17,0” W 042°46°41,9”
Teresina Parque da Cidade Piauf THE-Pc 11 S 05°03°19,1” W 042°48°37,4”
CCA-UFPI Piaui THE-Cca 12 S 05°02°47,6” W 042°46°54,9”
Miguel Ledo Piaui MIL-Pi 11 S 05°41°30,2” W 042°43°36,5”
Floriano Piaui FLO-Pi 12 S 06°58°36,4” W 043°05°26,7”
Sdo Raimundo Serra da Piaui SEC-Pi 12 S 08°50°15,3” W 042°32°52,1”
Nonato Capivara
Barretinho Piaui BAR-Pi 11 S 08°49°06,6” W 042°30°55,7”
Santana do Piaui Piaui SAP-Pi 7 S 06°56°02,5” W 41°31°13,5”
Altos — Reserva dos Palmares Piaui ALT-Pi 9 S 05°03°28,82” W 42°35°33,77”
Codd Maranh&o COD-Ma 10 S 04°37°28,6” W 043°54°00,7”
Timon Maranhéo TIM-Ma 4 S 05°02°31,8” W 042°54°18,4”
Manaus Amazonas  MAN-AmM 12 S 02°53°17” W 59°57°56,0”
n: tamanho da amostra
[ 1000km 60 4:5‘ 69" 45° N
S
N\
""""""" 0
MAN-Am /* . TIMMa v
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THE-Rd @ \
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Figura 1 — Mapa dos locais de amostragem para as espécies do género Cenostigma no Brasil.

Veja a Tabela 1 para as abreviaturas dos locais amostrados.

A extracdo do DNA foi realizada com o kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), quando
0,25 g do tecido seco foi pesado, cortado em pedagos pequenos e colocado em tubos de
Precellys com cinco esferas de vidro de 3 mm. Em seguida, foi adicionada a solucgéo de lise
(AP1) e levado ao Precellys a 5700 rpm por dois ciclos de oito segundos, com intervalo de
dez segundos entre cada ciclo. Depois, as amostras seguiram para 0 banho-maria a 65°C, no
qual permaneceram por 30 minutos. Posteriormente, foi dada continuidade no processo de

extracao seguindo o protocolo descrito pelo kit comercial.

Amplificacdo do DNA e sequenciamento

A regido espacadora intergénica do cpDNA foi amplificada por um par de primer
universal psbB-psbF, desenvolvida para a espécie Corythophora alta. A sequéncia
amplificada se trata de uma regido flanqueada por exons, o que fornece locais conservados de

emparelhamento dos iniciadores (Tabela 2).

Tabela 2 - Iniciadores oligonucleotideos utilizados para amplificacio por PCR e

sequenciamento da regido intergénica do cpDNA do género Cenostigma.

Iniciadores Sequéncias Ta  Localizacdo Referéncia
5-3) * no cpDNA
psbB GTTTACTTTTGGGCATGCTTCG  53° 76299 HAMILTON,
pshF CGCAGTTCGTCTTGGACCAG C 77151 1999

*Ta: temperatura de anelamento.

As reacdes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em termociclador Veriti 96-
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), programado com etapa inicial de desnaturacao de
1 minuto a 95°C, seguidos de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C para desnaturagdo, 1 minuto para
0 anelamento dos iniciadores, 1 minuto a 72°C e uma extensao final de 5 minutos a 72°C. O
volume final da reacdo foi de 20 pL contendo aproximadamente 15 ng de DNA, 0,25 mM de
dNTP, 1U de HotStart Taq DNA polimerase (Promega), 0,2 uM de iniciadores, 3,0 mM de
MgCl2, 2,0 uL de tampao 1x e H20 ultrapura.
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Os produtos das amplificacOes foram separados em gel de agarose a 1,5% em tampéo
TBE 0,5 x conduzido a 80 V por 120 minutos e corado com GelRed-Biotium 10.000 x
(Uniscience). Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram comparados com o marcador
DNA Ladder 1 Kb e 100bp (Invitrogen), sendo visualizados em transiluminador UV e
fotodocumentados.

Os produtos de PCR foram purificados com colunas de purificagéo de PCR Invitek®,
a fim de remover o excesso de iniciadores e de nucleotideos, e concentrar os fragmentos
amplificados por PCR. Os produtos de amplificacdo purificados foram utilizados como DNA
molde, nas reagOes de sequenciamento. O processo de sequenciamento foi realizado
utilizando o ABI Prism Big DyeTM Ready Mix (Applied Biosystems) e o iniciador psbB em
um Veriti 96-well Thermal Cycler (Applied Biosytems). Os produtos do sequenciamento
foram purificados utilizando isopropanol para remover os terminadores fluorescentes que néo
reagiram. A andlise dos produtos de sequenciamento foi realizada no ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Os produtos de PCR foram sequenciados na diregcéo forward,
as sequéncias ambiguas e de dificil interpretacdo foram excluidas. Todas as sequéncias de
nucleotideos foram submetidas ao banco de dados GenBank (National Center for

Biotechnology Information).

Analise de dados das sequéncias

As sequéncias forward para cada individuo foram verificadas manualmente
empregando o editor de sequéncia Chromas versdo 2.23 (Technelysium). As sequéncias de
nucleotideos homologas de todas as amostras foram alinhadas usando o programa Clustal W
(THOMPSON et al., 1994; THOMPSON et al., 1997), no editor Bioedit versdo 7.2.5 (HALL,
1999). Os alinhamentos foram checados e as sequéncias corrigidas quando necessario.

A fim de evitar incoeréncias na reconstrucdo filogenética causadas pela saturacéo de
substituicdo, foi observada por meio da comparacgdo das estimativas de metade do indice de
saturacdo teorica esperada ao assumir a saturagdo completa (I1SS.c, valor critico) com o indice
de saturacdo observado (ISS) empregando o software Dambe programa v 5.2 (FU, 1997; XIA;
XIE, 2001).

Para verificar alguns indices referente ao grau de diversidade genética, empregando o
programa Dnasp v.5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009), foram estimados nimero de haplétipos,
namero de sitios polimorficos, diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (r)

(NEI, 1987). Para estimar a taxa de transicdo e transversdo bias e 0 nimero médio de
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diferenga par a par (M), foram utilizados os programas Mega v.7 (KUMAR et al., 2016) e
Arlequin v3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010), respectivamente.

A estruturacdo populacional em funcdo da variacdo da frequéncia dos haplétipos do
cpDNA (DNA cloroplastidico) foi verificada pela analise de variancia molecular (AMOVA)
(EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992; TAJIMA, 1998) bem como pelos valores FST
par-a-par entre as populacdes, estimados empregando o programa Arlequin, pelo método de
Weir e Cockerham, 1984. De forma a dar maior veracidade aos resultados, empregando o
mesmo programa, a diferenca média corrigida par-a-par DA (PiXY — (PiX + PiY)/2) entre as
populacdes também foi calculada, em que PiXY € a média das diferencas par-a-par entre as
populacdes X e Y, sendo PiX/PiY as diferencas par-a-par dos individuos amostrados dentro
das populacdes X e Y, respectivamente.

Verificando outros estimadores para o padrdo de estruturacdo genética populacional,
empregando os dados de cpDNA, por meio do programa Permut (disponivel no link:
http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software/PermutCpSSR/), também foram analisados o
grau de diversidade intrapopulacional (HS), total (HT), e diferenciacdo a nivel de subdivisdo
populacional (GST) e diferenciacdo influenciada por ambas as frequéncias dos haplétipos e as
distancias genéticas entre os haplotipos (NST), como descrito por Pons e Petit (1996).

As sequéncias de cpDNA de C. macrophyllum e C. tocantinum alinhadas foram
importadas para 0 MEGA v.7 (TAMURA, 1992; TAMURA et al., 2013), para a estimativa da
divergéncia entre haplotipos. Sitios com lacunas de alinhamento e dados com gaps foram
omitidos das analises. Foi construido o dendrograma baseado na distancia genética par-a-par
entre os individuos, estimadas também pelo programa Mega v.7, usando 0 método estatistico
Neighbor-Joining, empregado para examinar as relacdes entre os individuos. Para verificar o
nivel de confianca e a consisténcia de nos (topologia em arvore) derivada da andlise
filogenética, 1000 replicacbes de bootstrap do conjunto de dados originais foram realizados
(FELSENSTEIN, 1985; BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999; ROGERS; HARPENDING,
1992). Anteriormente, foi realizado, no préprio programa, teste do melhor modelo de selecdo
de substituicdo nucleotidica de forma a construir a arvore filogenética mais adequada ao
conjunto de dados amostrados. Estatistica parciménia foi usada para reconstruir a relacéo
filogenética entre os hapl6tipos usando o programa TCS versdo 1.18 (CLEMENT; POSADA,
CRANDALL, 2000; SCHNEIDER; STEPHENS, 1999).

O software Baps (Anéalise Bayesiana de Estruturacdo Populacional) (CORANDER;
MARTTINEN, 2006; SLATKIN, 1993; SLATKIN; HUDSON, 1999) foi empregado para
verificar a relacdo genética entre as populacdes, agrupando aqueles que sdo semelhantes
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geneticamente. Agrupamentos foram testados em cinco repeti¢cdes para cada valor de K, até K
= 10. O melhor K foi avaliado de acordo com os escores likelihood.

O teste Mantel (1967) foi gerado no programa Arlequin, de forma a verificar se ha
correlagdo entre as matrizes de valores FST par-a-par e dos valores de log de base 10 das
distancias geogréficas entre os pares de popula¢do com 10.000 permutagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da variacdo do DNA cloroplastidico

O tamanho do fragmento amplificado na regido psbB-psbF foi de 762 pb, onde 12
sitios se mostraram polimorficos, sendo 9 singletons e 3 parsiménia informativa. Quatro
haplétipos foram detectados apds sequenciar todos os 123 individuos (Tabela 3). Foi
observado que o espacador intergénico psbB-psbF mostrou a maioria dos sitios variaveis na
regido 5’. A maior parte da variacao, 75% dos sitios polimorficos, se encontra nas primeiras
300 bases (Figura 2). O dominio central do fragmento de DNA psbB-psbF, cerca de 200
bases, se mostrou altamente conservada entre as duas espécies. Algumas regides do cpDNA
que sdo amplamente estudadas, tais como o espacador intergénico psbB-psbF, se mostram
muito conservadas em espécies afins (BONATELLI et al., 2013), como em C. macrophillum

e C. tocantinum.
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Figura 2 - Distribuicdo das sequéncias varidveis (entropia) ao longo do segmento psbB-psbF

do genoma cloroplastidico de Cenostigma sp.

Tabela 3 - Sitios variaveis observados no fragmento psbB-psbF de 762 pb do cpDNA,
definindo os quatro haplétipos diferentes, encontrados em Cenostigma macrophillum e C.

tocantinum. As posic¢des dos nucleotideos foram numeradas arbitrariamente.

Posicao dos nucleotideos polimoérficos no segmento psbB-psbF

Haplo6tipos n
98 143 147 158 159 183 222 228 272 472 552 625
H1 36 A G C G A G T T C G G G
H2 74 A G C G A G T T C G G T
H3 1 A C T T C T C G A T A T
H4 12 G G C T A G T T C G G T

A relacdo transigdo/transversdo foi de 1,68, as frequéncias das bases foram fa =
0.3058, fr=10.3373, fc = 0.1719, e fc = 0.1827. A composicdo de bases do fragmento estudado
foi de 64% AT, e estavel entre os individuos. Embora os genomas plastidias sejam,
geralmente, ricos em AT (HOWE et al., 2003), o que facilita a formagdo de DNA de estrutura
secundaria e a ocorréncia de indels, a regido estudada ndo apresentou a ocorréncia de indels
nessas espécies. Um perfil similar de composicdo de bases do espacgador intergénico psbB-
psbF foi observado em outra espécie arborea, Ceiba pentandra (fA = 0.30, fT = 0.34, fC =
0.17,fG =0.19) (DICK et al., 2007).

A analise de saturacdo de substituicdo esta ilustrada na Figura 3. Ambas, transicdes e
transversdes estdo correlacionadas com as distdncias genéticas, e pelo menos 82,5% da
variagao nas transigdes e 95,3% da variagdo nas transversdes podem ser explicadas por uma
regressdo linear. Os resultados da analise de saturacédo de substituicao aprsentou 1SS (0,0102)
significativamente mais baixo (P = 0,0000) do que o seu valor critico ISS (ISS.c = 0,8104),
indicando que as sequéncias mostram pouca saturacdo e, portanto, sdo Uteis na reconstrugdo
filogenética (XIA et al., 2003; XIA; LEMEY, 2009).
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Figura 3 - indice de saturacio para o segmento cloroplastidico psbB-psbF em Cenostigma sp.
A proporcao observada de transicdo (ts) e transversdo (tv) destas sequéncias foram plotadas

de acordo com a distancia genética de Tamura 3-parameter.

O indice de diversidade genética (media = desvio padrdo), diversidade haplotipica
(Hd) e diversidade nucleotidica () sdo apresentados na Tabela 4. A diversidade haplotipica e
a diversidade nucleotidica foram 0,547 (0034) e 0,001228 (0,000933), respectivamente.
Entretanto, os niveis imparciais de diversidade intrapopulacional variaram substancialmente,
passando de Hd = 0,303 (THE-Cca), 0,182 (BAR-Pi), 0,182 (THE-Pc) para Hd = 0,0 para

todos os outros locais de coleta.
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Tabela 4. Locais de coleta, tamanho da amostra (N) e resumo estatistico da variabilidade genética para as populagdes de Cenostigma

macrophyllum e C. tocantinum.

Localidade Codigo n Nh Np Tv/Ts M Hd+SD n+SD
Altos ALT-Pi 9 1 0 2,790 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Codé COD-Ma 10 1 0 3,510 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Floriano FLO-Pi 12 1 0 3,000 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Miguel Ledo MIL-Pi 11 1 0 2,900 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Santana do Piaui ~ SAP-Pi 7 1 0 2,000 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Barretinho BAR-Pi 11 2 10 0,430 0,242 0,182+0,144 0,0024+0,0018
Serra da Capivara SEC-Pi 12 1 0 0,460 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Teresina_CCA THE_Cca 12 2 1 0,000 9,000 0,303+0,147 0,0004+0,0002
Teresina_PC THE_Pc 11 1 1 0,000 0,000 0,182+0,144 0,0002+0,0002
Teresina_Zoo0 THE-Zoo 12 1 0 0,460 9,138 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Timon TIM-Ma 4 1 0 1,010 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
Manaus MAN-AmM 12 1 0 3,620 0,000 0,000+0,000 0,0000+0,0000
TOTAL 123 4 12 1,680 1,53170 0,547+0,034 0,0012+0,0009

n: nimero de individuos sequenciados; Nh: nimero de hapl6tipos; Np: nimero de sitios polimdficos; Tv/Ts: Taxa de transversao/transicao; M: média do

nimero de diferenga entre pares; Hd: diversidade haplotipica; n: diversidade nucleotidica; SD: desvio padréo.
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Andlises Filogenéticas e de Rede

Para o segmento psbB-psbF, utilizando os 123 individuos sequenciados, 0 modelo
evolutivo mais adequado foi selecionado com base no menor score do Critério de
Informacdo Bayesiana (BIC), que levou ao modelo de Tamura 3-parameter (t92)
(TAMURA et al., 2013) para a construgdo da arvore de Neighbour-joining, tendo o menor
score de 5023,35. O modelo com menor score do Critério de Informacdo Bayesiana (BIC) é
considerado para descrever o melhor padréo de substituicdo (SCHWARZ, 1978). Na arvore
filogenética, foram observadas trés separacdes distintas, correspondentes as duas espécies
investigadas (C. macrophyllum e C. tocantinum) e uma subdivisdo dentro da espécie C.
macrophylum (Figura 4).

 Cenostigma macrophyllum TIM-Ma (4)
®ALTPI(9)
acuminata? @ THE-Zoo (12)
® THE-Pc (1)
® THE-Cca (10)
® THE-Pc (10)
® THE-Cca (2)
COD-Ma (10)
® FLOPI(12) |

66

{oe

MIL-Pi (11)
SAP-Pi (7)

® BAR-Pi (10)

® SEC-Pi (12)

64

® BAR-Pi (1)

Figura 4. Arvore de Neighbour—joining baseada no alinhamento das sequéncias de psbB-
psbF de Cenostigma macrophyllum e C. tocantinum. Os Bootstraps que forneceram valores

>50 estdo mostrados nos nos.

A rede de hapldtipos, como inferido a partir do programa TCS (ver Material e
Métodos), mostrou as relacdes genealdgicas entre os quatro haplotipos, com base no nimero
de substituicdes. Dois desses haplotipos, denominados H1 e H2, foram presentes em maior

frequéncia entre os haplétipos coletados de Cenostigma sp. (Tabela 3).
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Cenostigma macrophyllum

H4

Cenostigma tocantinum

Figure 5. Rede de hapl6tipos para DNAcp pshB-psbF estimada com o algoritmo estatistico
de parcimoOnia, com 95% descrito por TEMPLETON, CRANDALL e SING (1992). Os
haplétipos sdo representados por circulos com areas proporcionais as suas frequéncias em
cada espécie. O ponto preto representa haplotipos ausentes (ndo incluidos na amostra ou
extintos). As cores dos circulos indicam diferentes haplétipos. O ndmero de linhas verticais
curtas corresponde ao nimero de mutacdes entre dois hapl6tipos que se distinguem por mais

do que uma mutagéo.

Ambas as andlises, filogenética e rede haplotipica, confirmam a distincdo ente C.
macrophyllum e C. tocantinum (WARWICK; LEWIS, 2009). Alem disso, existem diferencas
entre as populacBes da regido sul e norte dos estados do Piaui e Maranhdo. Uma variedade
diferente de C. macrophyllum parece existir em Teresina (THE-Cca e THE-Zoo) e
populacbes proximas (TIM-MA e ALT-PI) como indicado anteriormente C. macrophyllum
Tul. var acuminata (FREIRE, 1994). Possivelmente, essa diferenciacdo genética observada
entre as populacdes de caneleiro seja remanescente do periodo no qual as populagdes ndo se
apresentavam tao fragmentadas.

Em Teresina, dois haplotipos parecem conviver com pouco fluxo génico entre eles.
Na auséncia de barreiras geograficas evidentes, e na presenca de zonas de contato
simpatricas, uma possivel explicacdo ao reduzido fluxo génico entre as populacbes de
morfotipos de C. macrophyllum Tul. var. acuminata seriam limitacdes a dispersdo. A
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ecologia da dispersdo desta espécie ainda é pouco explorada, sem evidéncias diretas dos

possiveis agentes dispersores.

Analise da Estrutura Populacional

A andlise de variancia molecular das sequéncias do cpDNA de Cenostigma sp.,
baseada nas frequéncias de hapldtipos, revelou que 21,13 % da variagdo genética ocorreu
dentro das populacGes de Cenostigma macrophillum e C. tocantinum, enquanto que 78,87 %
da variacdo genética ocorreu entre as populacdes (Tabela 5). O indice médio de fixacdo (Fst
=0,789; P = 0,00) indica existéncia de estrutura genética nas populagdes de C. macrophillum
e C. tocantinum. Quando as populagbes de C. macrophillum foram observadas
separadamente, detectou-se uma variacdo intraespecifica de 64,64 % entre as populacdes
investigadas. Dentro das populacdes, a variacao genética foi de 35,36%. O valor de Fsr para
a espécie foi de 0,646 (P = 0,00), uma evidéncia de estruturacdo genética populacional dentro
das onze populagdes naturais de Cenostigma macrophillum (Tabela 5). No entanto, é
necessario cautela, pois o nimero de locos polimorficos sobre o qual os valores Fst foram

baseados ¢ baixo.

Tabela 5 — Anélise de variancia molecular (AMOVA) para as 12 populagdes de Cenostigma
macrophillum and C. tocantinum com base no segmento psbB-psbF do cpDNA.

Haplétipos  Fonte de Porcentagem Indice de
: df. SS VC : :
CpDNA variagao de variagéo Fixacéo
Entre 45.17 0.3623 Fst
11 78.87
Todas as populacbes 9 8 Va =0.78873*
amostras Dentro 11 1166 0.1051
21.13
populactes 1 7 1Vb
Entre 2256 0.2133 Fst
10 64.64
C. populacoes 8 2Va =0.64645*
macrophylum Dentro 11 1166 0.1166
35.36

populacbes 0 7 7Vb

Todas as amostras: C. macrophylum e C. tocantinum; d.f: grau de liberdade; SS: soma dos quadrados;

VC: components de variancia; ®st, variancia dentro das populacdes.

De acordo com os valores de Fst e Da, derivados das frequéncias dos haplétipos,
todas as amostras coletadas a partir das popula¢ées THE-Cca, THE-Zoo, TIM-Ma e ALT-Pi
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mostraram diferenciacdo genética estatisticamente significante quando comparadas as
amostras das populagdes de THE-Pc, SEC-Pi, BAR-Pi, SAP-Pi, MIL-Pi, FLO-Pi, COD-Ma
(Tabela 6). Todas as possiveis comparacdes dos pares de haplotipos (pairwise) foram altas
entre estes dois grupos. Este padrdo de variacdo € comumente observado em estudos
filogeograficos de espécies de plantas que apresentam uma distribuicdo parcial na regido
Neotropical, como bromélias, cactos e petinias (BARBARA et al., 2008; HELSEN et al.,
2009; LORENZ-LEMKE et al., 2010; PENNINGTON; RATTER; LEWIS, 2006).
Provavelmente, a variacdo intrapopulacional se deve mais ao padrdo de distribuicdo e histéria
demogréafica dessas espécies Neotropicais, do que ao proprio marcador molecular. Testes

adicionais se fazem necessarios com amostragens, genémica e geografica, mais amplas.
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Tabela 6. Meédia corigida da diferenca pairwise Da (diagonal acima) e Fst (diagonal abaixo) entre as populagdes com base na sequéncia psbB-
psbF do DNA cloroplastidico.

ALT-Pi COD-Ma FLO_Pi MIL-Pi SAP-Pi BAR-Pi SEC-Pi THE-Cca THE-Pc THE-Zoo TIM-Ma

ALT-Pi - 1,00000*  1,00000* 1,00000* 1,00000* 1,00000* 1,00000* 0,01515  0,81818*  0,00000 0,00000
COD-Ma 1,00000* - 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000  0,68182*  0,00000  1,00000*  1,00000*
FLO_Pi 1,00000*  0,00000 - 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000  0,68182*  0,00000  1,00000*  1,00000*
MIL-Pi  1,00000*  0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 0,00000 0,68182*  0,00000  1,00000*  1,00000*
SAP-Pi  1,00000*  0,00000 0,00000 0,00000 - 0,00000 0,00000 0,68182*  0,00000  1,00000*  1,00000*
BAR-Pi 0,49259*  -0,00917 0,00826 0,00000 -0,04620 - 0,00000 0,68182*  0,00000  1,00000*  1,00000*
SEC-Pi  1,00000*  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00826 - 0,68182*  0,00000  1,00000*  1,00000*
THE-Caa 0,05759  0,80296* 0,81818* 0,81089* 0,77419* 0,40169* 0,81818* - 0,53030*  0,01515 0,01515
THE-Pc 0,88988*  -0,00917 0,00826 0,00000 -0,04620  0,00000 0,00826  0,68352* - 0,81818* 0,81818*
THE-Zoo 0,00000  1,00000*  1,00000*  1,00000  1,00000* 0,53775* 1,00000*  0,09091  0,90438* - 0,00000

TIM-Ma 0,00000  1,00000* 1,00000*  1,00000  1,00000* 0,37642* 1,00000* -0,05263  0,85160*  0,00000 -

*p-value of corrected average pairwise differences.
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Os coeficientes de diferenciagdo Gst (0.780) e Nst (0.788) foram significamente
diferentes de zero (P < 0.01) (Tabela 7). O teste de permuta¢do mostrou que o Nst foi
significativamente maior que o Gst (P < 0.05), sugerindo a existéncia de estruturas
filogeogréficas. De acordo com Pons e Petit (1996), Nst > Gst indica que haplétipos
similares sdo encontrados juntos na mesma populacdodo com mais frequéncia do que

haplétipos escolhidos aleatoriamente.

Tabela 7. Significado da diversidade genética intrapopulacional (hS, vS), diversidade
geneética total (hT, vT), e coeficientes de diferenciacdo (GST, NST) para todas as
populacbes de Cenostigma macrophillum. Os padrdes de erros estdo indicados entre

parenteses.

Alelos Diversidade genética Diversidade genética Coeficientes de
intrapopulacional Total diferenciacéo*

Unordered  hS=0,117 + 0,0635 hT =0,529 £0,0765  GST =0,780 + 0,016
Ordered vS =0,112 + 0,0581 vT =0,529 £ 0,0696  NST =0,788 + 0,018

* Indica que NST é significativamente diferente de GST (P < 0.05).

O teste de Mantel (1967) revelou uma correlagdo nédo significativa entre as
distancias genéticas e distancias geograficas dos haplotipos do cpDNA (r = 0,1206, P =
0,9909) para todas as populacGes amostradas. Nao havendo isolamento por distancia, a
hipdtese dos gradientes ecoldgicos (ENDLER, 1977, 1978), que prevé diferenciacao
gradual entre as populag6es em funcdo de sua separacdo espacial, foi descartada.

No programa BAPS foi detectado trés frequentes haplogrupos (HG) e um
haplétipo distinto destes trés grupos (Figura 6). Um destes grupos refere-se a amostras
coletadas em Manaus e oriundas da espécie C. tocantinum. Os outros dois haplogrupos
caracterizam-se por amostras coletadas principalmente em Teresina e em um eixo de
aproximadamente 30 km (Altos — PI). Excepcionalmente, individuos coletados no
Parque da Cidade pertencem a um haplogrupo distinto, com amostras coletadas fora
deste eixo de 30 km. Todos os individuos foram corretamente atribuidos aos seus
respectivos haplogrupos (P> 0,05).

Quase nada se sabe sobre a histéria de manejo dessas espécies dentro dos seus
locais de coleta. No entanto, fica claro que a diversidade genética dentro das populacdes
precisa ser ampliada. Intervengdes antropogénicas, como o0 desmatamento para

construcdo de estradas e o crescimento das areas urbanas, podem ter influenciado de
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forma a diminuir a diversidade genética dentro das populagdes. Os dados de diversidade
genética gerados neste estudo, por conseguinte, podem contribuir para o

desenvolvimento de estratégias eficazes de conservagdo (DICK et al., 2007).

COD-Ma FLO-Pi MIL-Pi SAP-Pi BAR-Pi SEC-Pi THE-Pc THE-Cca THE-Zoo ALT-Pi MAN-Am
TIM-Ma

Figura 6 - Analise Bayesiana para as sequéncias psbB-psbF das doze localidades
amostradas. Cada barra na vertical representa um individuo e esta associado a respectiva

probabilidade deste pertencer a um dos haplétipos detectados (p = 1).

As populagdes de Teresina (THE-Cca e THE-Pc) e de Sdo Raimundo Nonato
(BAR-PI) apresentaram a maior diversidade quanto ao nimero de sitios polimorficos e
haplétipos, sendo as Unicas populacfes a apresentarem mais de um haplotipo para 0s
dados das sequéncias. Essa mistura de material genético de outro grupo indica que estes
individuos podem ter origem compartilhada, sendo resultado de um intercdmbio de
genes entre as populag6es analisadas.

O resultado da analise bayesiana de estruturacdo populacional pode estar
refletindo um longo periodo de existéncia sem gargalos populacionais significativos
destas populacbes quando comparadas as outras estudadas, 0 que ocasionou tempo
suficiente a estas trés populacgdes para acumular mutac¢des, sendo assim provavelmente
as populacbes mais antigas da regido Meio-Norte (Piaui e Maranhéo).

A presenca de um unico haplo6tipo nas outras populacbes poderia ser explicada
pela acdo natural, porém sequéncias ndo-codificadoras do cpDNA apresentam evolugédo
neutra. O mais provavel é que essas populagdes sejam o resultado de uma colonizagéo
recente a partir de um Unico haploétipo fundador (AVISE, 2000). A auséncia de
substituicdes nucleotidicas em sequéncias de DNA, em algumas populacdes, também
indica um curto tempo de divergéncia nas sequéncias do genoma de cloroplasto

analisadas para Cenostigma.
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Este estudo demonstrou o potencial da regido psbB-psbF para contribuir com a
elucidacéo das relacdes entre espécies estreitamente relacionadas e para realizar estudos
de Genética de Populacdes sobre o género Cenostigma. Regides nao codificantes do
genoma, tais como espacadores intergénicos sdo hot spots para mutagOes e
proporcionam uma fonte oportuna para a detec¢do de variagOes intra e interespecificas
nas sequéncias de DNA (INTRIERI; MULEO; BUIATTI, 2007), como visto neste
estudo.

Adicionalmente, as analises deste estudo suportam a subdivisdo de C.
macrophyllum em dois taxa (var. acuminata e uma variedade diferente). Com base nos
dados moleculares, a maioria dos acessos coletados em Teresina (Pl) e cidades
proximas podem pertencer a variedade acuminata. Ao sul, no mapa, existe a
possibilidade da ocorréncia de uma nova variedade. A separacdo entre essas duas
possiveis variedades sugere que a espécie pode estar passando por um processo
incipiente de especiacdo. Esses dados apresentam uma visdo sobre a diferenciacédo
populacional em C. macrophyllum e sugerem que ambas as forcas, historicas e
contemporaneas, tém sido importantes na constituicdo da estruturacdo genética da
espécie. Esta avaliacdo de diferenciacédo interespecifica e substruturacdo intraespecifica,
a nivel de DNA, ird fornecer uma base sélida para estudos futuros a respeito dos
conceitos de espécie, taxonomia e especiacdo (WIENS, 2007; QUEIROZ, 2011;
HAUSDOREF, 2011).
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