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RESUMO

Pilocarpus Vahl, conhecido popularmente como jaborandi, € um género neotropical com
distribuicdo na América Central e do Sul tendo, como seu centro de diversidade, a regido
Norte e Nordeste do Brasil. O grupo sofreu intenso extrativismo para obtencéo de pilocarpina,
alcaloide utilizado para o tratamento de glaucoma primario. Como a reducdo populacional
coloca em risco espécies importantes economicamente, a avaliacdo da diversidade genética é
primordial para criacdo de estratégias de conservacdo mais eficazes. Objetivou-se avaliar a
diversidade genética em populagGes naturais de Pilocarpus spp. localizadas na Regido
Nordeste Setentrional mediante marcadores moleculares ISSR e RAPD. Foram amostradas
sete populacdes de jaborandi dos estados do Ceard, Maranh&o e Piaui das seguintes espécies:
Pilocarpus demerarae Sandwith, Pilocarpus jaborandi Holmes e Pilocarpus microphyllus
Stapf ex Holm. Utilizou-se 10 primers ISSR e quatro primers RAPD e, com os dados gerados,
foram estimados os indices de diversidade intra, interpopulacional e de agrupamentos. Os
polimorfismos apresentados pelos marcadores tiveram uma média de 63,90% (ISSR) e
59,75% (RAPD). Os resultados de PIC (0,210), Ml (2,23) e RP (4,78) para os marcadores
combinados indicaram que s&o informativos para estudo em Pilocarpus spp. A taxa de
polimorfismo dentro das populaces variou de 21,90% a 36,19%, com valores médios do
indice de Diversidade de Shannon (1) e Heterozigozidade Esperada (He) baixos (0,129 e
0,080). As populacdes com os menores valores foram Centro de Ramos e Mata Fresca,
enquanto o maior foi Cutias, todas representadas pela espécie P. microphyllus. A Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) evidenciou 63% da variabilidade interpopulacional e 37%
intrapopulacional. O valor de PhiPT (PhiPT = 0,631) indicou uma grande estruturacdo das
populagdes e o dendrograma gerado pela UPGMA e de estruturagdo mostraram a formacao de
grupos distintos. Os marcadores moleculares utilizados mostraram-se eficazes para o estudo
de diversidade em Pilocarpus spp e evidenciou-se uma diferenciagdo entre os genétipos de P.
microphyllus, P. jaborandi e P. demerarae. Todas as populacGes apresentaram baixa
diversidade genética, possivelmente resultado de pressdes antrdpicas nas Ultimas décadas.
Dado o grande valor econémico do grupo sdo necessarios projetos que visem a conservacao
das areas onde se encontram as popula¢des estudadas, aumento do fluxo génico e a criacdo de
bancos de germoplasma para a recuperacdo e manutencao da diversidade em Pilocarpus spp.

Palavras-chave: Jaborandi; Biotecnologia; Diversidade.
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ABSTRACT

Pilocarpus Vahl, popularly known as jaborandi, is a neotropical genus with distribution in
Central and South America, having as its center of diversity the northern and northeastern
region of Brazil. The group suffered intense extraction to obtain pilocarpine, alkaloid used for
the treatment of primary glaucoma. Because population reduction endangers economically
important species, assessing genetic diversity is paramount to creating more effective
conservation strategies. The objective was to evaluate genetic diversity in natural populations
of Pilocarpus spp. located in the Northeast Region by molecular markers ISSR and RAPD.
Seven populations of jaborandi were sampled from the states of Ceara, Maranhdo and Piaui of
the following species: Pilocarpus demerarae Sandwith, Pilocarpus jaborandi Holmes e
Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holm. 10 ISSR primers and four RAPD primers were used,
and with the data generated the intra, interpopulation and cluster diversity indices were
estimated. The polymorphisms presented by the markers had an average of 63.90% (ISSR)
and 59.75% (RAPD). The PIC (0.210), M1 (2.23) and RP (4.78) results for the combined
markers indicated that they are informative for study in Pilocarpus spp. The polymorphism
rate within populations ranged from 21.90% to 36.19%, with avarage values of Shannon
Diversity Index (I) and Expected Heterozygosity (He) low (0.129 and 0.080). The populations
with the lowest values were Centro de Ramos and Mata Fresca, while the largest was Cutias,
all represented by P. microphyllus. Molecular Variance Analysis (AMOVA) showed 63% of
interpopulation and 37% intrapopulation variability. The PhiPT value (PhiPT = 0.631)
indicated a large population structure and the dendrogram generated by UPGMA and
structuring showed the formation of distinct groups. The molecular markers used were
effective for the study of diversity in Pilocarpus spp and showed a differentiation between P.
microphyllus, P. jaborandi and P. demerarae genotypes. All populations showed low genetic
diversity, possibly resulting from anthropogenic pressures in recent decades. Given the great
economic value of the group, projects are needed to conserve the areas where the populations
studied are located, increase gene flow and create germplasm banks for the recovery and
maintenance of diversity in Pilocarpus spp.

Keywords: Jaborandi; Biotechnology; Diversity
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1. APRESENTACAO

O Brasil é o pais que possui a maior diversidade bioldgica vegetal no mundo,
contabilizando 46.715 mil espécies de plantas, das quais 33.280 sd@o Angiospermas e 10 mil
sdo exclusivas (endémicas) do territério nacional (Flora do Brasil 2020 em Construcéo,
2019a). Dentre as familias de Angiospermas, Rutaceae é uma das familias mais
representativas, compreendendo aproximadamente 161 géneros e 2070 espécies em todo o
mundo (ZEQUIN, 2018). No Brasil o grupo esta representado por 32 géneros, 194 espécies,
17 subespécies bem distribuidas em todo territorio nacional (PIRANI; GROPPO, 2015).

Pilocarpus Vahl é um género de arbustos e arvorestas incluidas na familia Rutaceae
com 17 espécies catalogadas (CALDEIRA et al., 2017). No Brasil, centro de diversidade do
grupo, estdo representados 15 espécies, das quais 11 sdo endémicas e designadas
popularmente como jaborandi, bem distribuidas em todas as formacdes vegetais (SKORUPA,
2000; OLIVEIRA, 2007; PIRANI; GROPPO, 2015; CALDEIRA et al., 2017).

O género se tornou conhecido por ser fonte natural da droga pilocarpina, um
alcaloide parassimpaticomimético extraido das folhas e utilizado na oftalmologia para
contracdo da pupila e tratamento de glaucoma primario (FILHO et al., 2003; LIMA et al.,
2015). Na década de 1970 os medicamentos a base de pilocarpina representaram cerca de
70% no mercado mundial e, atualmente, a pilocarpina esta entre os compostos do género mais
estudados devido a sua atividade sobre o sistema nervoso (FILHO et al., 2003; SILVA, 2015;
SILVA, 2016).

O interesse pelas propriedades medicinais e producdo de medicamentos levou ao
extrativismo intenso de folhas de Pilocarpus spp nos estados do Ceara, Maranhdo e Piaui,
ocasionando a reducdo de populacdes naturais (PINHEIRO, 2002; HOMMA; MENEZES,
2014; COSTA, 2016). O extrativismo associado a outros fatores antropicos levaram
Pilocarpus alatus C.J. Joseph ex Skorupa, Pilocarpus jaborandi Holmes Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Holm, e Pilocarpus trachylophus Holmes a serem incluidas na Lista
Vermelha de Espécies Ameacadas de Extincdo (CNCFLORA, 2016) e, bem como outros
grupos importantes para a inddstria farmacéutica, requerem esforcos para a manutencéo de
suas populagdes naturais em zonas que estdo sendo intensamente degradadas (AGUIAR et al.,
2015; GOIS; FERREIRA; MANN, 2018).

Para a definicdo de estratégias de conservagdo e uso sustentavel de recursos vegetais

tem sido de fundamental importancia o conhecimento dos padrdes de diversidade genética
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intra e entre populacbes (RIBEIRO et al., 2016; GOIS; FERREIRA; MANN, 2018). Assim,
com a necessidade de geracdo de dados para 0 manejo adequado de populagdes que sofreram
perda da riqueza genética, os marcadores moleculares baseados em analise direta do DNA
tém sido ferramentas biotecnologicas importantes para os estudos genéticos atuais (ROCHA,
2013; BARUAH et al., 2017).

Dentre os marcadores moleculares hoje disponiveis, os ISSRs (Inter-Simple Sequence
Repeat) sdo bastante utilizados pelo fato de promoverem a rapida diferenciacdo entre
individuos aparentados, elevado grau de polimorfismo e baixo custo (ZIETKIEWICZ et al.,
1994: BORBA et al., 2005; BANDEIRA; DEIMLING; KRAEMER, 2010). Outro marcador
utilizado com a mesma finalidade, mesmo com a disponibilidade de técnicas mais avancadas,
sdo 0s RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) que, combinados com ISSR, tem sido
0s mais utilizados e tem fornecido uma confiabilidade maior aos estudos de diversidade de
muitas espécies (KULHARI et al., 2015; COSTA et al., 2016).

Em virtude da importancia e do histérico de utilizacdo do género Pilocarpus pela
industria farmacéutica, a qual tem levado a critica reducdo de populacBes naturais no pais e a
necessidade de dados que promovam projetos de conservacdo eficazes para o grupo,
objetivou-se com este estudo avaliar a diversidade genética de Pilocarpus spp. em populacdes
naturais do nordeste setentrional, Ceara, Maranhdo e Piaui, com o0 uso dos marcadores
moleculares ISSR e RAPD.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Rutaceae Juss.

Rutaceae Juss. compreende 161 géneros e 2070 espécies distribuidas por todo o
mundo, especialmente em regiGes temperadas e tropicais quentes (ZEQUIN, 2018) onde os
maiores centros de diversidade sdo encontrados no sudeste da Africa e Australia (BAYER et
al., 2009). Para o Brasil estdo registrados 32 géneros, 194 espécies, e 17 subespécies (Flora do
Brasil 2020 em Construcdo, 2019b), ocorrendo na Floresta Amazénica, na Caatinga e na Mata
Atlantica, incluindo sua porcdo subtropical deste bioma, desenvolvendo-se, assim, em
condicBes ecolodgicas diversas (SKORUPA, 2000; SAWAYA et al., 2011).

Rutaceae € uma familia de plantas, principalmente de arvores e arbustos que possuem
como sinapomorfia a presenca de glandulas transltcidas em suas folhas, a qual se caracteriza

por serem cavidades secretoras multicelulares que produzem Oleos essenciais aromaticos
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(JUDD et al., 2009). Esta familia pertence a ordem Sapindales — “malvids”, “’rosids”, “core
eudicots” e esta dividida em sete subfamilias, cinco tribos e 25 subtribos (Tabela 1) (CHASE
et al., 2016). A subfamilia mais conhecida, a Aurantioideae, inclui todas as espécies de Citrus
e outros géneros de interesse econdmico dentro do grupo, tais como Boronia Sm, Choisya
Kunth, Poncirus Raf, Skimmia Thunb e Pilocarpus Vahl. (FERRERES et al., 2010).

Tabela 1: Classificacdo da familia Rutaceae.

Subfamilia Tribo Subtribo

Rutoideae Zanthoxyleae Euodiinae, Lunasiinae, Decatropidinae,
Pitaviinae, Choisyinae

Ruteae Rutinae, Dictamninae

Boronieae Boroniinae, Correinae, Eristemoninae,
Nepatolepidinae, Diplolaeninae

Diosmeae Empleurinae, Diosminae e Calodendrinae
Cusparieae Cuspariinae, Pilocarpinae
Dictyolomatoideae
Flindersioideae
Spathelioideae
Toddalioideae Phellodendrinae, Sohnreyiinae, Pteleinae,
Oriciinae, Toddaliinae, Amyridinae
Aurantioideae Hesperathusinae, Citrinae
Rhabdodendroideae

Fonte: STEVENS (2012).

As Rutaceas sao caracterizadas por apresentar folhas alternas ou menos
frequentemente opostas, compostas ou raramente simples, margem inteira ou serrada,
presenca de glandulas pontuadas peltcidas nas folhas. Sdo monoicas ou dioicas, as
inflorescéncias basicamente cimosas, raramente racemosas, podem até ser reduzidas a uma
unica flor. Estas geralmente sdo actinomorfas e diclamideas, com prefloracdo valvar ou
imbricada. A ocorréncia de estaminddio ndo é raro nessa familia. Os estames apresentam
numero igual ou duplo ao das pétalas ou frequentemente menos numerosos, raramente em
numeros inferiores, geralmente livres entre si e anteras rimosas. O gineceu é gamocarpelar ou
dialicarpelar com placentacdo axial ou péndula, ovario supero e l6culos uni- ou pluriovulados.

O fruto é do tipo drupa, baga, capsula ou foliculo (PIRANI, 2002).
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Rutaceae tém um papel importante na ecologia da vegetacao da regido amazonica pelo
fato de suas espécies estarem presentes dentro dos mais variados tipos de habitats, como:
matas primaria e secundaria de terra firme, campinas, campiranas, savanas varzeas, igapos,
margens de isgos e igarapés, encostas de elevages, pastos secos, margens de estradas e em
clareiras de agricultura (ALBUQUERQUE, 1976; SILVA; PAOLI, 2006; NETO et al., 2009).
Seus representantes estdo presentes ainda nas matas ciliares, uma estrutura florestal
considerada de grande valor ecoldgico, pois garante protecdo a mananciais, controlam a chega
de nutrientes, sedimentos e erosdo das margens dos riachos (AMARAL et al., 2012).

A importdncia marcante no setor madeireiro evidencia-se pelo uso de algumas
espécies, tais como Euxyphora paraensis Huber. ("pau-amarelo™) para trabalhos de assoalhos,
construcdo civil pesada interna, embarcacGes (quilha, convés, costado), ponte, construcdes
maritimas (acima d’agua) e torneamento (MARGALHO et al., 2014). Zanthoxylum
rhoifolium Lam. (“"tamanqueira da terra firme") é de grande importancia para a industria
madeireira pelo fato de sua madeira fornecer um rendimento em celulose da ordem de 45% e
é usada para a producéo de papel. E também uma &rvore ornamental em virtude de sua forma
e densidade da copa, empregada no paisagismo, principalmente para a arborizacdo (COSTA
etal., 2014).

No campo alimenticio, o género Citrus é representado na maioria por laranjas (Citrus
sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa), limdes (Citrus limon), limas &cidas
como o Tahiti (Citrus latifolia) e o Galego (Citrus aurantiifolia), e doces como a lima da
Pérsia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda
(Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis) (MATTOS et al., 2005). Citrus esta distribuido
por todo o pais, situando o Brasil como um dos maiores produtores e exportadores de frutas
citricas no mundo (MAPA, 2014) e responsavel por 60% da producdo mundial de suco de
laranja, o que coloca o pais como o campedo de exportacdo do produto (DERETTI et al.,
2015).

Outra area marcante de uso desta familia se da na producao de dleos essenciais, Vvisto
gue o Brasil entre 2005 e 2008 exportou 287.759 toneladas de 6leos de frutas citricas, 86% de
laranja, 8% de lim&o, 3% de lima e 3% de outros citricos (BI1ZZO et al., 2009). Os 6leos
essenciais de Rutaceae tém diferentes aplicagbes incluindo perfumaria, farmacéutica,
materiais de limpeza, alimentos e bebidas (BAKKALI et al., 2008). Além disso, essas

substancias volateis hd tempos vém sendo utilizadas como base para a aplicacdo em diversas
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areas da medicina e sdo crescentes as pesquisas que buscam atividades terapéuticas de origem
natural (NASCIMENTO et al., 2007)

Um grande numero de espécies da familia sdo conhecidas por suas atividades
farmacologicas (VILLALBA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015; LIMA et al., 2015 ) que
incluem o tratamento de disturbios gastrointestinais, dor abdominal, regurgitacdo acida,
nausea, diarreia, hérnia, entre outras (GUIMARAES et al., 2015; LIMA et al., 2015). Essa
ampla gama de atividades bioldgicas é atribuida a presenca de metabdlitos secundarios
produzidos por diferentes espécies dessa familia, como alcaloides, dihydrochacones,
cumarinas, flavonoides, terpenos e outros (BENIDDIR et al., 2014). Spiranthera odoratissima
ST. Hil, por exemplo, cujas raizes na forma de cha, sdo utilizadas no tratamento do
reumatismo, além de ter efeitos positivos contra dores de estbmago, dores de cabeca,
musculares, disfungdes hepaticas e estimular o apetite (MATOS et al., 2014).

Dentre 0s compostos encontrados em Rutaceae com propriedades medicinais
destacam-se os metabolitos secundarios (LIMA et al., 2015). O alcaloide pilocarpina (Figura
1), por exemplo, é extraido exclusivamente das folhas de espécies de Pilocarpus Vahl, que
serve de base para a producdo de midticos que visam a cura e o tratamento de glaucoma
primario (PINHEIRO, 2002; SANTOS; MORENO, 2014; LIMA et al., 2015). Ainda por
conta da sua atividade ativadora do sistema nervoso parassimpatico, essa biomolécula tem
possibilitado a reducdo dos sintomas de xerostomia além de ser fonte de muitos estudos de
aplicacdo médica (ALMEIDA; KOWALSKI, 2010; BITTENCOURT et al., 2018).

Figura 1: Estrutura molecular da Pilocarpina.
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Fonte: autor (2019).

2.2. Pilocarpus Vahl. (Jaborandi)

Jaborandi é o nome popular que designa diversas espécies de Pilocarpus Vahl
(PINHEIRO, 2002; CALDEIRA et al., 2017). No mundo, existem 17 espécies descritas para
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este género, distribuidas na América Central e América do Sul (Figura 2) (OLIVEIRA, 2007,
CALDEIRA et al., 2017). Para o Brasil foram descritas 15 espécies das quais 11 ocorrem
exclusivamente em territério nacional (PIRANI; GROPPO, 2015). A maior concentracdo de
especies é observada nas porcGes Norte-Nordeste do pais, com destaque para o estado do
Maranhdo onde ja foram descritas oito espécies (CALDEIRA et al., 2017; SPECIESLINKS,
2019).

Figura 2: Distribuicdo de Pilocarpus spp na América Central e América do Sul (TROPICOS,
2019; Flora Do Brasil Em Construgéo 2020, 2019c).

‘ @ Ditribuicdo género Pilocarpus Vahl

Fonte: autor (2019).

O género pertence ao subtribo Pilocarpinae, tribo Cusparieae, subfamilia Rutoideae,
sendo um dos 161 géneros que compdem a familia Rutaceae, (OLIVEIRA, 2007). Os seus
representantes sdo geralmente arbustos ou pequenas arvores com longos racemos e pequenas
flores actinomorfas, 4-5-meras, as quais possuem um gineceu com carpelos fundidos apenas
na base, resultando em mericarpos. A inflorescéncia é racemosa ou espiciforme, podendo ser
terminal (SKORUPA, 2000; PINHEIRO, 2002; SKORUPA; PIRANI, 2004).

Suas folhas eram utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de doencas que
acometia os indios da Amazonia, onde ainda eram empregadas em rituais xamanicos para
tratamento da febre, estomatite e como antidoto para venenos e toxinas (HOLMSTEDT et al.,
1979). Por conta dessas propriedades, o género se tornou bastante conhecido e seu uso foi
transmitido por geracOes até ser levado pela primeira vez para realizacdo de aulas préaticas de
farmacologica na Europa (CALDEIRA et al., 2017). Foi a partir do estudo aprofundado de
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compostos em suas folhas que foram extraidos e identificados os primeiros alcaloides
imidazdlicos, incluindo a pilocarpina, a qual tornou o grupo popularizado no meio cientifico
(HOLMSTEDT; WASSEN SCHULTES, 1979; ROCHA, 2013; LIMA et al., 2015).

Como unica fonte natural da droga pilocarpina, metabdlito secundario com acao
colinérgica direta, o grupo passou a ser extensamente utilizado na oftalmologia para a
fabricacdo de mioticos para o tratamento de glaucoma primario ou mesmo em cirurgia
(SKORUPA; PIRANI, 2004; PINHEIRO, 2002; LIMA et al., 2015). Na década de 1990, além
de ja servir de base para a producdo de midticos comercializados mundialmente, a agéncia
que regula a liberagdo de medicamentos nos Estados Unidos aprovou o uso da pilocarpina
para o tratamento da xerostomia pos-irradiacdo em pacientes com cancer (MOURA, 2003;
SANTOS; MORENO 2004; MIURA, 2009).

Além da pilocarpina, ja foram identificados em espécies de Pilocarpus, outros
alcal6ides como: isopilocarpina (um isémero da pilocarpina), pilosina, isopilosina (isbmero da
pilosina), pilocarpidina, jaborandina e epiisopiloturina, dentre outros (LEWIS; EDWIN-
LEWIS, 1977; MIURA, 2009). Estes alcaloides sdo encontrados na maioria dos
representantes do género e, embora alguns apresentem semelhanca estrutural com a
pilocarpina, apenas esta Ultima possui atividade colinérgica, atuando no SNC como
estimulante do sistema nervoso parassimpatico (PINHEIRO, 1997; TAVEIRA et al., 2003;
CALDEIRA et al., 2017).

P. microphyllus é o representante mais estudado quanto a caracterizacdo dos seus
compostos quimicos (SAWAYA et.al., 2011; VERAS et al., 2013) e, além da pilocarpina,
outros alcaloides imidazolicos ja foram descritos com possivel potencial farmacoldgico,
biotecnoldgico e/ou como prot6tipos na obtencdo de moléculas bioativoas a exemplo da
macaubina, isopilocarpina, epiisopilosina, epiisopiloturina, isopilosina, pilosina e seus
isbmeros em concentracdes variaveis (LUCIO et al., 2000; LORENZI et al., 2002; SANTOS;
MORENO, 2004; BENTO et al., 2010; SAWAYA et.al., 2011; VERAS et al., 2012). Esta
espécie também é a que possui 0 maior numero de tecnologias patenteadas que envolvem,
principalmente, aplicacbes no tratamento do glaucoma e xerostomia e a quimica dos
alcaloides (LIMA et al., 2015). Por conta do grande valor agregado a espécie, projetos de
manejo foram realizados com objetivo reduzir a mortalidade que afeta as populac6es naturais
devido a coleta intensiva de folhas (PINHEIRO, 2002; CALIL et al., 2008; LIMA et al.,

2017) e estudo de variabilidade nos estados do Maranhdo, Para e Piaui promoveram dados



18

importantes sobre os padrdes de diversidade na Regido Nordeste Setentrional de grande valia
para projetos de conservacdo (ROCHA, 2013).

P. jaborandi, outra espécie com histérico de comercializacdo de folhas para a
producdo de pilocarpina (COSTA, 2016), também apresenta expressivo numero de pesquisas
(SCOPUS, 2019), sendo jé isolado de suas folhas a isopilocarpine, pilocarpidine isopilosine e
outros metabdlitos secundarios como cumarinas, flavonoides, terpenos, esteroides entre outros
(SANTOS; MORENO, 2004). Apesar de ser uma das primeiras espécies do grupo a ser
utilizada pela medicina tradicional, apresenta ainda poucas coletas botanicas, o0 que contribui
para a dificuldade de se estabelecer estratégias de conservacdo eficiente e busca de dados
ecoldgicos da espécie (SCHEFFER; MING; ARAUJO, 1999; SANTOS; MORENO, 2004;
OLIVEIRA, 2010).

Seguindo 0 mesmo interesse de pesquisas relacionadas a atividade bioldgica do
género, P. spicatus, ocorrente exclusivamente em territério nacional nos estados de S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia, apresenta pesquisas de caracterizacdo e
atividade biologica de seus componentes quimicos (SANTOS; MORENO, 2004; OLIVEIRA
et al., 2010; MADEIRO et al., 2016). Estudos fitoquimicos desse representante demonstraram
a presenca de cumarina chalepina, que desempenha papel tripanomicidade entre outros
metabdlitos secundério, e a atividade de extrato bruto do caule de P. spicatus e sua frac¢do
apresentaram resultados superiores a 80% de inibicdo contra T. cruzi (MAFEZOLI et al.,
2000).

Para Pilocarpus penatifolius ndo é reportado a presenca de pilocarpina. No entanto,
dados mostram que extratos dessa espécie possuem promissora atividade antimicrobiana e
antifingica, e que podem ser fonte alternativa para o tratamento de doencas causadas por
bactérias (CARMO et al., 2018), com excecdo de P. microphyllus, P. jaborandi, P. spicatus e
P. penatiflolius. Poucas espécies do género tiveram pesquisas relacionadas a busca de
compostos com atividade bioldgica e, mesmo estando bem distribuidos em todas as regides do
pais, os dados sobre o estado de conservacdo das espécies Sao escassos ou quase inexistentes
(CALDEIRA et al., 2017)

O extrativismo intenso da jaborandi desde 1969 fez com que o estoque natural de
folhas diminuisse gradativamente e um estudo sobre a domesticacao da espécie comegou a ser
feito, com principios basicos de prospeccgéo, coleta e avaliagdo de material (PINHEIRO, 2002;
LIMA et al.,, 2015). Porém, mesmo com os esforcos para reduzir os impactos sobre

populacbes naturais, algumas espécies de jaborandi foram incluidas em lista de espécies
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ameacadas de extingdo (CNCFLORA, 2016) e nas ultimas décadas, os estados do Ceara,
Maranhdo, Piaui e Para continuam sendo o centro de extrativismo das folhas para a produgéo
de pilocarpina ou para uso na medicina tradicional (PINHEIRO, 2002; COSTA, 2016;
HOMMA; MENEZES 2014; LIMA et al., 2015).

As plantas medicinais que apresentam grande valor econémico, a exemplo do
jaborandi, tem prioridade em programas de conservacgdo (SILVA; FREIRE 2010). Em virtude
da reducdo populacional devido ao extrativismo intenso de folhas de jaborandi, a ampresa
alemd@ Merck iniciou estudos de domesticacdo de jaborandi no estado do Maranhdo
(PINHEIRO, 2002; LIMA et al., 2015). Em 1992, foi estabelecido um banco de germoplasma
de P. microphyllus na Embrapa Amaz6nia Oriental em Belém, Pard, visando sua conservagao
ou utilizacdo em programas de melhoramento genético (SKORUPA, 2000; PINHEIRO, 2002;
LIMA, 2015). Mais recentemente, um grupo que envolveu a mineradora Vale SA e
instituicbes como os 6rgdos ambientais IBAMA e ICMBIo iniciou uma série de atividades
conservacionistas e sociais na regido de colta. Floresta Nacional e comunidades vizinhas. Em
relacdo as atividades de P. microphyllus, foi incluido: o estabelecimento de um banco de
germoplasma e acessos de resgate; o0 mapeamento das populacdes presentes dentro da Reserva
Nacional de Caraja; e ajuda aos coletores na organizacdo de uma cooperativa a fim de realizar
0 manejo sustentavel de P. microphyllus (CALDEIRA et al., 2017).

2.2.1. Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew

De acordo com Kaastra (1982), as populacdes de P. microphyllus nativa do Piaui,
Maranhdo e Paréa sdo reconhecidas como arbusto, variando entre 1 a 1,5 m (Figura 3). Caule
canaliculado, pubescente, alado; folhas alternas, 4,5 - 12,5 x 3,5 — 6,5 cm, opostas ou
subverticiladas, verde oliva, cartacea, imparipenadas, raras paripenadas, raque alada,
pubescente, arqueadas formando canaliculo; peciolo cilindrico, canaliculado, alado ou néo, 3-
11 cm e 1.5-3 mm, asas 0.1-0.2 mm larg., densamente piloso 0.3-0.6mm comp, ou glabros;
foliolos 1,2 — 4,2 x 1 — 1,7 cm, variando de 3-9 (-11), coloracédo verde escuro na face adaxial
e verde claro na face abaxial, sésseis, opostos, cartacea, glabra, eliptica a estreitamente ovada,
apice emarginado, base assimeétrica, raquila pubescente, margem inteira; venacgdo
braquidédroma, nervura central proeminente na face adaxial, plana ou levemente proeminente
na abaxial, nervuras secundarias 4-9; foliolo terminal ovado, eliptica, apice 21mm

emarginado, base atenuada; estipula interpeciolar pubescente, 1-2 mm, e presenca de



20

glandulas pontuadas pelucidas nos foliolos; flores amarelo-esverdeadas, pequenas e
arranjadas em racemos (cachos) compactos; frutos dispostos em cachos brancos, cépsulas
deiscentes de cdrtex acinzentado e liso geralmente floresce de margo a julho (em algumas

regides até setembro).

Figura 3: Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew. A — Ramo com inflorescéncia. B —
detalhe da folha. C — zona de mata fechada no municipio de Luzilandia.

S = e = A

Fonte: autor (2018).

P. microphyllus Stapf ex Wardlew é uma espécie ndo endémica do Brasil, ocorrendo
nos estados do Pard, Maranh&o e Piaui, no bioma da Floresta Amazénica e de Floresta de
Terra Firme Pluvial a Estacional (CNCFLORA, 2019).

Considerado “jaborandi do Maranhdo”, € uma das mais destacadas espécies
medicinais brasileiras. Por conta do alto nivel de pilocarpina em suas folhas, comparado aos
outros representantes, € a mais comercializada para a obtencdo deste metabdélito secundario
(LIMA et al., 2015). E fonte de varias pesquisas que vao desde estudo de diversidade genética
que visam conservacdo do grupo (BANDEIRA; DEIMLING; KRAEMER, 2010), aplicacdo
de metabdlitos secundarios com promissora atividade contra Schistosoma mansoni (VERAS
et al., 2012), até atividade anti helmintica e citotoxicas de alguns alcaloides imidazdlicos
(ROCHA, et al., 2017).
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2.2.2 Pilocarpus jaborandi Holmes.

De acordo com Kaastra (1982) as populacdes dessa espécie, nativa do Bahia, Ceara e
Pernambuco sdo reconhecidas como arbusto ou arvore com leve cheiro de queimadura (Figura
4), pouco glabro- exceto para os botdes- ou peludo com mais ou menos pelos alourados retos
um tanto magantes; ramos 3-10 mm, grossos, cinzas, marrom-avermelhadas quando jovens,
brilhantes, longitudinalmente enrugadas e rachadas, densamente pilosas, com pelos aloirados
claros até 0,6 mm de compr. tornando-se glabros, pelos de botbes terminais densamente
pilosos; Folhas alternadas, imparipinadas, 2-5 jugadas, com os folhetos (espreitadelas)
frequentemente atenuados, até 35x25cm, passando gradualmente de folhas simples a de 3-
foliolado em folhas simples na porcdo proximal do cacho, estreitamente eliptico ou
estreitamento ovalado, (4.5-) 6-13 x 1.5-5.5 (-6.5) cm arredondado na base (o folheto terminal
também), ocasionalmente alguns folhetos atenuam a base, foliolos laterais fortemente
desiguais na base e no folheto terminal mais ou menos igual, obtuso ou arredondado no &pice,
a propria ponta emarginado, marginado, margem subulado, verde fosco, um pouco mais
amarelado abaixo, glabro em ambos os lados, ou esparsamente piloso acima com pelo de 0,2-
0,6 mm compr. na nervura média e perto da margem e mais ou menos densamente hirtellious
abaixo com pelos 0.4-0.6 mm, nervura brochidodromo - comptodromo, proeminente em

ambos os lados, nervura plano acima e enrugado ou néo.

Figura 4: Pilocarpus jaborandi Holmes. A — ramo com inflorescéncia; B — individuo em
ambiente de mata fechada em Barra do Corda — Maranhao.

Fonte: autor 0A18)
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Pilocarpus jaborandi é uma espécie endémica do Brasil e restrita aos Estados do
Ceara, Pernambuco e Bahia, tendo como biomas de dispersdo em floresta da Caatinga e Mata
Atlantica (CNCFLORA, 2019). Conhecida popularmente como Jaborandi de Pernambuco, foi
uma das primeiras espécies do grupo a ser utilizada como medicinal e, mesmo com menor
teor de pilocarpina em suas folhas, tem concorrido com P. microphyllus como fonte de
pilocarpina para a producio de mi6ticos (SOUZA; MOURAO; SOUZA et al., 2005). Além da
pilocarpina de suas folhas também foram registradas a presenca de isopilocarpine,
pilocarpidine isopilosine e outros metabdlitos secundarios como cumarinas, flavonoides,
terpenos, esteroides entre outros (SANTOS; MORENO, 2004). Em contrapartida, a
importancia ja comprovada dos compostos secundarios de suas folhas, a espécie € a mais rara
e com menos coletas boténicas, suscetivel as modificacdes do habitat e sem projetos de
manejos implementados no pais (CNCFLORA, 2019).

2.2.3 Pilocarpus demerarae A.St.-Hil

De acordo com Kaastra (1982) a espécie descrita como arvore medindo ca. 9 m alt.;
tronco 7,5-10 cm larg.; ramos de 5-8 mm larg., marrom acinzentado (Figura 5) e um pouco
brilhante quando jovem, puberoso com pelos de 0,05 mm espalhados; Folhas alternadas,
imparipinadas, mas ocasionalmente sem o folheto terminal, (1-) 2-4- julgadas
(frequentemente um de um par deslocado) com folhetos soldados, variavel no esboco, de 14-
70 x 18-27 cm; peciolos 2-5 mm compr., laterais inseridos a 60-80° da lamina foliar; foliolos
(estreitamente) elipticos a (estreitamente) oblongados, ou ovais, 8-24 x 3,8-7,5 cm,
estreitamente cuneados a (muito longos) atenuados e desiguais na base (foliolos laterais
fortemente desiguais), acuminado ou raramente arredondado no apice, o apice emarginado ou
retuso de 0,5-1 cm compr., Racemos 1-2 por ramo vegetativo, terminal ou lateral, ereto, 35-85
cm compr., raque 1 mm compr. Aumentando rapidamente apds a antese a 4 mm larg.,
bracteas deprimidamente ovadas, a 0,4 x 0,5-1 mm, glabras; pedicelos com 1-2mm de compr.
em brotamento, 3-4x0,5 mm poésfloralmente e 10-15 x 1mm em frutos; bractéolas 2, opostas,
transversalmente ou obliquamente inseridos logo abaixo das flores. Flores 8 mm larg,
totalmente glabroso; célice 5 dentes, 0,8-1,0 mm de compr.; dentes depressivamente
triangulares, 0,2-0,5x0,7-1,2mm, arredondados em apice coridcea; Mericarpos obovado-
eliptico, 15-17 x 13-14 mm, arredondado dorso- apicalmente, o &pice obtuso, mas
ocasionalmente grande, com glandulas escuras a 0,8 mm larg., glabras, deiscentes até 2/3

abaixo da ponta.
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Figura. 5. Pilocarpus demerarae Lem. A — ramo com inflorescéncia; B — ambiente de mata
fechada em Barra do Corda/Maranhéo.

2.3 Conservacao de espécies nativas

No Brasil é encontrada uma das maiores diversidades floristicas do mundo, sdo 46742
espécies, sendo 4756 de algas, 33303 de Angiospermas, 1574 de Briofitas, 29 de
Gimnospermas e 1361 de Samambaias e Licofitas (Flora do Brasil 2020, 2019). E dentre os
biomas presentes no territério, dois deles - Cerrado e a Mata Atlantica — sdo considerados
hotspots de biodiversidade, ou seja, areas de alta biodiversidade prioritaria para a conservacao
(BRENTAN; FOLLMANN; FOLETO, 2015).

Em contrapartida, o grande acervo vegetal do pais é um fator que impulsiona a
economia, Visto que, a pratica agricola requer a existéncia de grandes extensdes de terras para
o cultivo organizado de espécies uteis a comercializacdo (HEINZMANN; BARROS, 2007). O
manejo adequado de areas em decorréncia da importancia das florestas ou formacédo vegetal
possibilitaram o surgimento e utilizagdo de praticas agricolas e/ou manejo sustentavel para a
producdo de diversas espécies Uteis no Brasil (EUCLIDES et al., 2015). Por exemplo: da
pratica sustentavel da coleta da jaborandi que levam em consideragdo as caracteristicas de
cada regido e das populagdes, altura dos arbutros, utilizagdo de porta semente e materiais de
trabalho apropriados, bem como a preservacdo da area de extrativismo (ISA, 2019).

Estudo sobre o sistema de manejo da floresta tropical dos indios caiap0s foi realizado
por Posey (1994) em que os indios usam a vegetacdo em geral como alimentos,

medicamentos, materiais para a vida diéria, lenha e itens cerimoniais e que para a manutengdo
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das diversas ecozonas eles utilizaram estratégias que foram adotadas para o melhor
aproveitamento dos recursos, 0 uso de técnicas como as associagdes planta-solo-animais, além
do estudo e reconhecimento da semelhanca entre as unidades ecologicas. De acordo com
Perecin et al. (2004), o contato entre comunidades inteiras de populacdes de plantas com as
comunidades nativas é necessario para manter as interacfes ecoldgicas de que necessitam
para continuar os processos evolutivos naturais, adaptando-se as mudancgas climéaticas em
Ccurso, aos estresses a as pressoes a que sdo submetidas.

O Brasil possui diversidade vegetal que proporciona posi¢édo de destaque em relacdo a
diversidade de espécies nativas com potencial medicinal (RIBEIRO et al., 2010). Porém,
apenas 8% das espécies vegetais presentes no territorio foram estudadas em busca de
compostos bioativos e por volta de 1.100 espécies vegetais foram avaliadas quanto as suas
propriedades medicinais (HEINZMANN; BARROS, 2007; BENINI et al.,, 2011). A
exploracdo de plantas em populages naturais sem critérios de manejo adequados pode acabar
promovendo reducdo demogréfica drastica das mesmas, bem como perda significativa de
diversidade genética e, possivelmente, a extingdo de espécies com importancia medicinal
(PERECIN; STEENBOCK; REIS, 2004; ALMEIDA et al., 2017).

A partir da Gltima década vém-se intensificando os estudos genéticos em populacdes
de espécies arboreas de florestas tropicais, com amostragens adequadas tanto entre
populacbes, como dentro das mesmas, além do uso de tecnologias genéticas adequadas para
quantificar essa diversidade (KAGEYAMA; GANDARA; SOUZA, 1998). Esse acumulo de
dados vem apontando algumas dire¢fes importantes para as acfes de minimizacdo dos
impactos ambientais nesses ecossistemas (RABBANI; SILVA-MANN; FERREIRA, 2012).

A geracéo de dados sobre a diversidade de populagdes naturais a fim de norter projetos
de conservacdo pode ser realizada com a utilizacdo de descritores bioquimicos, morfolégicos
e moleculares (FALEIRO, 2007). Os dois primeiros apresentam limitacbes em relacdo a
influéncia do meio ambiente e ao nimero limitado de descritores fenotipicos (FERREIRA, M.
E; GRATTAPAGLIA, 1998; ALMEIDA et al., 2009), ja os marcadores moleculares
produzem resultados mais relevantes pois revelam a variabilidade a nivel de DNA (BORNET;
BRANCHARD, 2001; MITTELL; NAKAGAWA; HADFIELD, 2015).

O estudo Ribeiro et al. (2010) evidenciou que marcadores moleculares auxiliam na
composicdo de bancos de germoplamas, na forma de sementes e colecbes vivas,
possibilitando selecionar acessos que apresentem menor similaridade e maior nimero de

alelos possiveis mantendo, assim, a variabilidade de espécies de populacdes naturais
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ameacadas. E, no sentido de contribuir com os estudos de caracterizagdo e preservagdo da
diversidade alguns bancos de germoplamas estédo sendo criados, como 0 caso da preservagéo
da diversidade genética de espinheira-santa, onde foi criado um Banco Ativo de Germoplasma
com acessos oriundos de varios locais do Rio Grande do Sul (RIBEIRO et al., 2010).

Para programas de conservacdo € fundamental avaliar se a espécie apresenta uma
distribuicdo continua ou se estd subdividida, pois, no primeiro caso, qualquer area de sua
distribuicdo € representativa da espécie, enquanto que, havendo estruturacdo, a
representatividade de cada subpopulacao tera que ser preservada (CARDOSO et al., 2018).
Sdo os distintos marcadores moleculares as ferramentas que tem mostrado mais potentes
distingBes das relacdes espaciais dos individuos dentro das popula¢Bes e dentro das espécies
(FALEIRO, 2007).

2.4 Marcadores moleculares

E considerado marcador molecular qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA que
corresponde a regifes expressas ou ndo do genoma (FERREIRA; GRATTAPLAGIA, 1998;
SCHNEIDER et al., 2018). Os marcadores morfoldgicos genéticos foram os primeiros
utilizados seguidos dos marcadores genéticos bioguimicos, que envolviam o uso de
metabolitos secundarios tais como antocianinas e compostos fenolicos (TURCHETTO-
ZOLET, 2017). Por conta do baixo grau de polimorfismo, estes marcadores passaram a ser
substituidos por marcadores de DNA capazes de detectar uma maior variabilidade entre os
individuos e sem influéncia ambiental nos resultados (NG et al., 2015; TURCHETTO-
ZOLET, 2017)

Com os avancos na area da genética e biologia molecular foram desenvolvidas varias
técnicas para obtencdo de marcadores genéticos Uteis na identificacdo, caracterizacdo e
avaliacdo dos recursos genéticos vegetais (FALEIRO, 2007). Assim, o emprego de
marcadores moleculares para estudos de diversidade genética tem sido crescente, e a
facilidade de uso e reprodutibilidade sdo dois importantes parametros sugeridos ao escolher
marcadores moleculares de DNA para estudos populacionais (BORNET; BRANCHARD,
2001).

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela

tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA e assim, variam quanto a
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habilidade de detectar diferencas entre individuos, o custo de obtencédo, facilidade de uso,
consisténcia e receptibilidade (FALEIRO, 2007). Os principais tipos de marcadores
moleculares podem ser classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para
identifica-los: hibridizacdo ou amplificacdo de DNA (TOPPA; JADOSKI, 2013).

Dentre os marcadores moleculares que seguem a metodologia da hibridiza¢do temos o
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), que séo fragmentos de DNA obtidos de
enzimas de restricdo, separados por eletroforese, e visualizados por meio de hibridizacGes
com sondas de sequéncias homologas marcadas com radioatividade ou fluorescéncia
(POWELL et al., 1996; GUIMARAES, 2009). Apesar de apresentar a codominancia dos
marcadores e alta reprodutibilidade, é uma técnica trabalhosa, cara e demorada (BOTSTEIN
etal., 1980).

Os minissatélites também conhecidos por VNTRs (Variable Number of Tandem
Repeats) sdo unidades de 10 a 100pb repetidas em tandem, flanqueadas por sitios conservados
de endonucleases de restricdo. S&o obtidas pela extracdo e digestdo do DNA, seguido da
hibridizacdo dos fragmentos e visualizacdo dos polimorfismos, normalmente, por
autorradiografia (SOUZA et al., 2014). Possui alta reprodutibilidade das marcas e a geracao
de muitas bandas informativas, a desvantagem se deve a dominancia dos marcadores, sendo
uma técnica cara e demorada (TOPPA; JADOSKI, 2013).

Os marcadores moleculares baseados na amplificacdo de DNA utilizam a técnica da
reacao de polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction), onde os fragmentos séo
amplificados, separados e visualizados em eletroforese, normalmente, em gel de agarose
corado com brometo de etidio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2007).
Dentre eles podem ser citados os marcadores moleculares RAPDs (Random Amplified
Polymorphic DNA) que sdo fragmentos de DNA amplificados utilizando primers curtos de
sequéncia aleatorios (DESALI et al., 2018). Sua vantagem se deve a facilidade e a rapidez de
obtencdo com necessidade de pequena quantidade de DNA, porém, a dominancia desse
marcador é a principal desvantagem, pois ndo diferenciam locos de heterozigose e de
homozigose (WILLIAMS et al., 1990; AGARWAL,; SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) séo fragmentos de
DNA (80 a 500 pb) obtidos com a digestdo do DNA com enzimas de restri¢cdo, seguidos da
ligacdo de oligonucleotodeos adaptadores e amplificacéo seletiva dos fragmentos via PCR. As
principais vantagens dos AFLPs sdo a geracdo de grande nimero de polimorfismos por reacéo

e o fato de ndo haver necessidade de conhecimento prévio de dados de sequéncia de DNA. As
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desvantagens se devem a dominancia dos marcadores, ao alto custo e as vérias etapas e
reagentes necessarios a obtengdo dos marcadores (VOS et al., 1995; DESAI et al., 2018).

Os microssatélites também conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeats) sdo
unidades muito curtas (2 a 5 pb) repetidas em tandem. A obten¢do dos marcadores envolve a
amplificacdo dos microssatélites via PCR, utilizando-se primers especificos (geralmente de 20
a 25 pb) (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). As principais vantagens sdo a
codominancia dos marcadores, o alto nivel de polimorfismo que pode ser detectado, a alta
reprodutibilidade das marcas e a possibilidade de deteccdo de varios microssatélites. As
principais desvantagens sdo o alto custo requerido no desenvolvimento de primers especificos
e o fato de bandas inespecificas ou géis de baixa resolucdo vir a dificultar avaliacdo dos
polimorfismos (LITT; LUTTY, 1989).

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), por sua vez, sdo largamente
utilizados por ser uma técnica simples, rapida, eficiente, possui alta reprodutibilidade e gera
altos indices de polimorfismo (REDDY et al., 2002). E facilmente detectado usando poucos
equipamentos e fornece grande ndmero de dados por um custo razoavel para o pesquisador
(SOUZA, 2005). Em contrapartida, possuem a desvantagem de serem marcadores dominantes
(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). Essa técnica € eficaz nas andlises de
diversidade genética, em estudos de impressdo digital do DNA, selecdo assistida por
marcadores, filogenia e mapeamento genético (SUN; WEN; HUANG, 2010).

Enquanto que marcadores de RFLP tém sido utilizados em estudos de mapeamento
comparativo por causa da consisténcia dos resultados obtidos, estes tendem a ser mais caros e
mais dificeis de implementar (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). Por outro lado,
marcadores identificados por amplificacdo, especialmente RAPDs e ISSR, sdo mais faceis de
manipular e de custo menor, embora sejam de resultados menos consistentes. (ROCHA, 2013
etal., 2016; ALTAMEME, 2019). Os estudos de variabilidade com o uso de marcadores ISSR
e RAPD mostram alto percentual polimorfico, indicando alto nivel de diversidade genética e,
visto o0 alto custo de obtencdo de AFLP e a necessidade de conhecimento de sequéncia
flanqueada para desenvolver espécies de primers especificos de SSR, os marcadores ISSR e
RAPD sdo os mais indicados para estudos populacionais de espécies importantes com baixo
custo (REDDY, 2002; GAJERA et al., 2010; BISHOY! | et al., 2016).
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2.4.1 Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A andlise RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), derivada do processo de
PCR, envolve a amplificacdo simultanea de varios locos anénimos do genoma utilizando
iniciadores decameros de sequéncia arbitraria (NANDANI et al., 2014). Esta técnica foi
primeiramente utilizada para aplicagcbes de mapeamento génomico ¢ “fingerprinting”, sendo
amplamente utilizada em razéo da possibilidade de se obter um grande nimero de marcadores
genéticos sem o conhecimento prévio do genoma da espécie estudada (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; LACERDA et al., 2002).

O polimorfismo observado a partir de dados de marcadores moleculares, incluindo os
RAPD, se deve a varios processos que envolvem desde a substituicdo de nucleotifcos que
produzem ou apagam sitios de homologia com os primers, insercdo, delecdo até a inversao
dos sintios de ligacdo ou entre os sitios de ligacdo (WILLIAMS et al., 1990; NANDANI et
al., 2014). Esse polimorfismo é facilmente identificavel através da presenca ou auséncia pela
técnica de eletrofose em gel e, assim, convertido a dados estatisticos para diversas analises de
caracterizacdo, mapeamento ou de estudos de diversidade e variabilidade genética
(BINNECK; NEDEL; DELLAGOSTIN, 2002; KUMAR et al., 2016).

Aliada as caracateristicas dos marcadores RAPD, o baixo custo, rapidez, simplicidade
e velocidade, esta técnica se tornou amplamente utilizada por pesquisadores, sendo
juntamente com os marcadores ISSR e SSR, os mais utilizados em estudo de melhoramento
genético, caracterizacdo e diversidade genética (LACERDA et al.,, 2002; AGARWAL,
SHRIVASTAVA; PADH, 2008; BISHOY!I et al., 2016). Porém, mesmo com a simplicidade
da técnica, tem se encontrado dificuldade para dar confiabilidade e significado aos produtos
gerados. Existem sérias limitagdes em relacdo a reprodutibilidade dos resultados dentro e
entre laboratorios. Essa complexidade de explicar a interacdo durante o processo de
anelamento primer e a posterior amplificacdo torna dificil a explicacdo da informacéo gerada
pelos marcadores RAPD (CAETANO et al., 1991; BINNECK; NEDEL; DELLAGOSTIN,
2002; SAWASATO et al., 2008).

Visando a facilidade de aplicacdo, é inegavel o valor dos dados de diversidade
disponiveis hoje sobre populagdes naturais com marcadores moleculares RAPD (KUMAR et
al., 2016) que, mesmo sendo mais simples, podem revelar marcas relativamente especificas de
populacdes, ragas ou espécies, sendo estas caracteristicas importante em estudos que visam a
promocdo de projetos de conservacdo (PEAKALL et al., 1998; VALLE et al., 2013,
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RAMESHKUMAR et al., 2019). Esses marcadores foram utilizados em Amburana cearensis
(Fr. Allem.) A.C. Smith), Myracrodruon urundeuva M. Allem. e Schinopsis brasiliensis
Engl., espécies ameacadas de extincdo do bioma da Caatinga com historico de exploracéo
predatdria para uso madeireiro e medicinal, onde Santos et al. (2007) sugeriram a criacao de
um maior nimero de &reas de preservacdo devido a desuniformidade da variabilidade

encontrada.

2.4.2 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

A técnica Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) envolve a amplificacdo de segmento
de DNA presente a uma distancia amplificavel entre duas regibes de repeticdo de
microssatélites idénticos orientada na direcdo oposta (WU et al., 2010; GAJERA et al., 2010).
A técnica utiliza microssatélites, geralmente 16-25 pb de comprimento, como iniciadores
numa Unica reagdo de PCR tendo como alvo mdltiplos loci gendmico para amplificar
principalmente as sequéncia SRRs de diferentes tamanhos (FERREIRA GRATTAPAGLIA,
1998; REDDY, 2002; TURCHETTO, 2017). As repeticdes microssatélites utilizadas como
iniciadores podem ser di-nucledtido, trinucleotido, trinucle6tido ou penta-nucledtido ou mais,
geralmente ancorada em 3 'ou 5 com um a quatro bases degeneradas estendidas nas
sequéncias que flanqueiam. (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; ALMEIDA
2009; BISHOY! et al., 2016).

Esse método combina a maior parte dos beneficios de AFLP e analise de
microssatélites com a universalidade de RAPD. ISSRs tem alta reprodutibilidade
possivelmente devido a utilizacdo de iniciadores mais longos (16-25 meros), em compara¢do
com os iniciadores RAPD (10- meros), e isso permite a utilizacdo de temperatura de
anelamento subsequente elevada (45- 60 °C) levando a um maior rigor (REDDY, 2002;
TURCHETTO, 2017). Desta forma, os primers ISSR sdo mais robustos que os RAPD, pois
apresentam maior superficie de ancoragem e possuem maiores temperaturas de anelamento,
aumentando a reprodutibilidade dos produtos (TSUMURA et al., 1996; FALEIRO, 2007).

Os marcadores moleculares ISSR sdo uma alternativa para pesquisa de baixo custo,
principalmente em paises como o Brasil, que possuem um grande acervo vegetal de valor
inestimavel, porém com pouca iniciativa para estudos de diversidade que visem promover
programas de conservacdo (BORBA et al., 2005; ROCHA, 2013). Por conta disso, 0S

marcadores moleculares ISSR se destacam em estudo que vdo desde a caracterizagdo de
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genotipos de Malpighia emarginata D. C., espécie comercialmente importante para a regiao
Nordeste do Brasil (LIMA et al., 2015), até estudo de diversidade de espécie medicinais como
Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth.) Harley & JFB Pastore (SILVA et al., 2017), Arbutus
unedo L. (LOPES et al., 2010), Erythrina velutina Willd. (GONCALVES et al., 2014).
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Resumo:

Pilocarpus Vahl é um género neotropical com distribuicdo na América Central e do Sul. No
Brasil, o grupo tem histérico marcante de uso pela inddstria farmacéutica por ser fonte
exclusiva de pilocarpina, alcaloide imidazdlico utilizado no tratamento do glaucoma.
Objetivou-se avaliar a diversidade genética em populacdes naturais de Pilocarpus spp
utilizando marcadores moleculares RAPD e ISSR. Utilizou-se 10 primers ISSR e quatro
primers RAPD para estimar a diversidade intra e interpopulacional e de agrupamentos em sete
populagdes naturais. A taxa de polimorfismo dentro das populagdes variou de 21,90% a
36,19%, com valores médios do Indice de Diversidade de Shannon (l) e Heterozigozidade
Esperada (He) baixos (0,129 e 0,080). As populagdbes com os menores valores foram
representadas pela espécie Pilocarpus microphyllus dos estados do Maranhdo e Piaui. A
Anélise de Variancia Molecular e os dados de estruturacdo e cordenadas principais (PCoA)
mostraram a formacao de grupos distintos. A baixa diversidade e a falta de fluxo génico entre
as populacdes sugerem a necessidade de projetos de conservacdo que visem 0 aumento da
diversidade dentro e entre as populagdes estudadas.

Palavras-chave: Jaborandi; Pilocarpus demerarae; Pilocarpus microphyllus; Pilocarpus
jaborandi.

Introducéo

Pilocarpus Vahl é um género de arvoretas e arbustos pertencente a familia Rutaceae,
com representantes amplamente distribuidos na América Latina, ocorrendo do Sul da América
Central (México) ao Sul da América do Sul (PINHEIRO, 1997; PINHEIRO, 2002; LIMA et
al., 2017). Para o mundo foram descritas 17 espécies que apresentam sua maior representacao
nas porcdes norte e noroeste da América do Sul, especialmente no Brasil que abriga 15
espécies, com 11 delas endémicas (FLORA DO BRASIL 2020, 2019). Suas espécies sdo
popularmente conhecidas no Brasil como jaborandi, um termo derivado da lingua indigena
tupi-guarani (ya-mbor-endi) que significa "a planta que faz babar* (HOLMSTEDT;
WASSEN; SCHULTES, 1979; SKORUPA; PIRANI, 2004; LIMA et al., 2015).
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O grupo apresenta um historico de utilizagdo pela medicina tradicional tendo os
primeiros registros com os indios brasileiros da Amazénia que usavam as folhas para induzir
sudorese e salivacdo que sdo devido a sua atividade colinérgica (VALDEZ et al., 1993;
PINHEIRO, 1997; LIMA et al., 2017) e, além disso, suas folhas também eram empregadas no
tratamento da asma e maléria e 0 conhecimento dessas propriedades resultou no amplo uso
dessas plantas pelas pessoas que vieram de 14 apos o século XVI (HOLMSTEDT; WASSEN;
SCHULTES, 1979; CALDEIRA et al., 2017).

Em 1873 o género foi apresentado a comunidade médica Europeia e suas folhas
foram primeiramente utilizadas em préaticas laboratoriais como um sialagogo, e foi essa
propriedade que despertou interesse da industria farmacéutica francesa (SARAYA et al.,
2008). Assim, a partir de pesquisas a origem do efeito estimulante dos extratos de folhas de
jaborandi foi elucidada com o isolamento do alcaloide imidazélico pilocarpina e o
reconhecimento de sua atividade como agente parassimpatomimético colinérgico que estimula
secre¢Bes nas glandulas sudoriparas, lacrimais e salivares (SIDHU, 2014; LIN; FANG; DU,
2018).

Por conta da sua atuacdo ativadora do sistema nervoso parassimpatico, a pilocarpina
constitui a base de uma gama de medicamentos que visam, principalmente, o tratamento do
glaucoma, disfuncéo caracterizada pelo aumento progressivo da presséo ocular (LIMA et al.,
2017). Assim, a Unica fonte viavel e exclusivamente natural da pilocarpina para o tratamento
do glaucoma sdo folhas das espécies do género Pilocarpus o que elevou o grupo como um dos
mais bem sucedidos quanto a exploracao do seu potencial farmacoldgico (LIMA et al., 2015).
No inicio dos anos 2000 a pilocarpina também passou a ser usada para reduzir a xerostomia
induzida pela radioterapia de cabeca e pescoco e para o0 tratamento da sindrome de Sjogren
(boca seca) (GORNITSKY et al., 2004; SIDHU, 2014).

O grande valor comercial das folhas de jaborandi acarretou em uma exploracdo sem
controle durante a Gltima metade do século passado e o método de coleta excessiva e
frequente de folhas do mesmo individuo que ndo permite o desenvolvimento completo de
novas folhas levou a uma alta taxa de mortalidade em populagdes naturais (PINHEIRO, 2002;
CALDEIRA et al, 2017). Com isso, dados sobre a distribuicdo do grupo apontaram uma
reducdo gradativa das populacfes naturais o que levou a incluséo de Pilocarpus alatus C.J.
Joseph ex Skorupa. Pilocarpus jaborandi Holmes., Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holm.
na lista de espécies ameacadas de extincdo (MARTINELE; MORAES, 2013). Frente ao

grande valor comercial das espécies e da possibilidade de descobertas de novos compostos
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importantes para medicina, programas de manejo foram instaurados em aglomerados de
jaborandi com grande atividade extrativista (VEGEFLORA, 2010), porém, os estudos de
distribuicdo e o atual estado de conservacdo da maioria dos representantes do grupo sédo
escassos (PINHEIRO, 2002; MOURA et al., 2005; BANDEIRA; DEIMLING; KRAEMER,
2010; ROCHA et al, 2014; CALDEIRA et al., 2017).

Espécies vegetais, como as pertencentes ao género Pilocarpus, que apresentam uma
infinidade de componentes quimicos que podem ser utilizados no tratamento de inUmeras
patologias (ROCHA et al., 2017; LIMA, 2017; NICOLAU et al., 2017) tem prioridade em
projetos de manejo e conservacdo para a manutencdo das suas populagdes naturais
(VEGEFLORA, 2010). Logo, as iniciativas que pretendem manter a continuidade das regides
habitadas por espécies vegetais importantes utilizam atualmente o conhecimento dos padrdes
de diversidade para a definicdo de estratégias de conservacdo (RIBEIRO et al., 2010;
BANDEIRA; DEIMLING; KRAEMER, 2010). Nesse contexto, os marcadores moleculares,
que sdo sequencias de DNA que revelam polimorfismo entre os individuos, sdo as
ferramentas biotecnoldgicas de maior destaque nos estudos de diversidade genética
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2007; LIMA et al., 2015).

Os marcadores moleculares RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
surgiram como uma ferramenta promissora para deteccdo de diversidade genética em
populagdes vegetais e tem sido empregado com sucesso (MOURA et al., 2005; KRISHNAN
et al., 2017; DESAI; 2018). Outro marcador, ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), supera
algumas das limitagdes dos marcadores RAPD como, por exemplo, a utilizacdo de uma maior
temperatura de anelamento e comprimento dos primers o que eleva o grau de fidelidade dos
resultados (ALVES et al., 2016). Assim, muitos estudos tem empregado a utilizacdo dos dois
tipos de marcadores com a finalidade de gerar dados mais confidveis quanto a estimativa de
diversidade genética (MOULIN et al., 2012; DIAS et al., 2015).

Nesse contexto, objetivou-se com este estudo explorar os niveis de diversidade
genética dentro das populagdes, identificar os niveis de diferenciacdo genética entre as
populacbes e fornecer informacbes de base para o estabelecimento de estratégias de

conservacao do género Pilocarpus.
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Metodologia

Area de Coleta e Material Vegetal

Foram coletadas aleatoriamente amostras de sete populacdes de trés espécies de
Pilocarpus Vahl localizadas no estado do Ceara (Pilocarpus jaborandi), Maranhédo
(Pilocarpus microphyllus e Pilocarpus demerarae) e Piaui (Pilocarpus microphyllus) (Figura
1).

No Estado do Ceara as coletas foram realizadas no municipio de Vigosa (Tabela 1)
dentro da regido da Chapada da Ibiapaba onde o clima é Am (tropical chuvoso de moncao),
segundo classificacdo de Kdppen. A temperatura média anual da regido é de 22,9 °C e a
precipitacdo anual média de 1350 mm, com periodo chuvoso concentrando-se entre 0S meses
de janeiro a maio e o periodo seco geralmente estendendo-se de julho a novembro.

No Piaui, as localidades de coletas foram o municipio de Luzilandia e Matias Olimpo,
a regido de estudo caracteriza-se como clima Aw, com temperatura média de 27,2 °C e 1440
mm o valor de pluviosidade média anual, tendo 0s meses de janeiro a maio com o0s de maiores
indices pluviométricos. No estado do Maranhao, cidade de Barra do Corda, as amostras foram
coletadas em regido de clima tropical quente e sub-umido (Classificacdo aw) com estacdo
chuvosa se estendendo de janeiro a julho e precipitacdo média de 1144 mm, a temperatura
média anual é 26,9° e 0 més mais quente € maio (KOTTEK et al., 2006). O material foi
tombado no Herbario HDELTA da Universidade Federal do Piaui — UFPI, Parnaiba - Piaui.

Extracdo de DNA

O DNA genbmico foi extraido usando o método descrito por Doyle & Doyle (1987)
com algumas modificacGes para obter uma étima qualidade do DNA. Aproximadamente 20
mg de folhas jovens foram macerados com tampéo de extragdo de 800 de CTAB 2X e 4 p de
Mercaptoetanol [CTAB 2%, Tris-HCI 0,1 mM (pH 8,0)], EDTA 20 mM (pH 8,0), NaCl 1,4
M e B-mercaptoetanol 2%] previamente aquecido em banho-maria a 60°C por 10 min.
Tampéo de extracdo foi entdo adicionado e a mistura aquecida por 20 min a 60 °C. Apds
resfriamento, 800ul de uma solugdo de cloroformio e alcool isoamilico (24:1) foram
adicionados as amostras, homogeneizados num agitador durante 1 hora e centrifugados

durante 10 min a 13.000 rpm. Parte do sobrenadante resultante (~400 ul) foi transferido para
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um novo tubo, ao qual foram adicionados dois tercos do seu volume de isopropanol (~300 pl),
depois cuidadosamente misturados por inversdao e armazenados durante a noite num
congelador. Apds o periodo overnight o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos
para precipitacdo do DNA que, em seguida, foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 5
minutos a 13.000 rpm, repetindo-se esse procedimento por trés vezes e posteriormente
deixado a temperatura ambiente overnight para secagem. O DNA foi ressuspendido em 100 pl
de solucdo de TE [Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) e EDTA 0,1 mM] durante 24 horas na bancada
de laboratorio, ou até a homogeneizacao do pellet na solucéo.

As amostras de DNA foram quantificadas usando um espectrofotdmetro BioSpec-nano
e o DNA foi diluido para uma concentragdo de 25 ng/uL. Para confirmar sua qualidade,
algumas amostras foram quantificadas usando o meétodo de visualizacdo em bandas por
eletroforese em gel de agarose na concentracdo de 1,5%, preparadas com tampdo TBE 1x
(Tris-Borato-EDTA) e coradas com GelRed-Biotium® em 1x. Utilizou-se DNA de fago
lambda (A) a uma concentracdo de 100 ng/mL para comparagéo.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) RAPD e ISSR

Foram utilizados 10 primers ISSR (UBC807, UBC810, UBC812, UBC813, UBC821,
UBC24, UBC825, UBC853, UBC856 e UBC873) e quatro primers RAPD (OPAP1, OPAPS,
OPAP7 e OPAO8) que apresentaram bons resultados em estudo de selecdo realizados por
Rocha (2013) e Moura (2005) com o género Pilocarpus e que apresentaram boa resolucédo
para os 210 individuos das diferentes populagcdes amostradas no presente estudo.

A reacdo de PCR foi realizada com o kit TopTaq MasterMix (Qiagen). A mistura foi
preparada com um volume total de 10 pL. de acordo com as seguintes proporg¢des: 4 puL de
polimerase TopTaq, 4,7 uL de RNase livre de H20, 0,8 puL de CoralLoad e 0,5 pL de
iniciador. Para a reacdo de PCR foram utilizados 9 pL da mistura e 1 pL de DNA genomico
(25 ng / pL). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador Thermal
Cyclers Tprofessional (Biometria®) com capacidade de 96 amostras utilizando 0s seguintes
pardmetros: uma desnaturacdo inicial a 94°C por 1,5 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 40 s, anelamento por 45 s na temperatura necessaria para 0 primer
utilizado, uma extensédo a 72°C por 1,5 min e um estagio final de extenséo a 72°C por 10 min.

O protocolo descrito foi o0 mesmo para RAPD e ISSR, exceto para a temperatura de
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anelamento, que foi de 36°C para todos os primers RAPD (ROCHA, 2013; MENESES et al.,
2008 ).

Os produtos de PCR foram entdo executados por eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X, a uma corrente constante de 100 V. Para 0s
ensaios de eletroforese, 10 uL de produto de PCR foram utilizados com 3 pLL de AZUL e 2 uL
de GelRed-Biotium® em 1x. As mesmas quantidades foram usadas para o grupo controle. Em
todos os geis, um marcador com peso molecular conhecido foi adicionado para comparacao; 5
mL de (Ladder) 100 pb (Invitrogen) foi adicionado ao cana de cada gel. Os géis foram entdo

visualizados em um transluminador UV (Loccus Biotecnologia) e foto-documentadas.

Andlise de dados

Os fragmentos produzidos pela amplificagio do DNA gendmico de cada amostra
foram utilizados como dados para este estudo. Ap6s cuidadosa interpretacdo dos padrdes
eletroforéticos por inspecdo direta, apenas fragmentos robustos e inequivocos foram
considerados, enquanto aqueles com baixa intensidade ou baixa definicdo ndo foram inclusos
na analise. Os padrdes de bandas obtidos de RAPD e ISSR foram designados como presentes
(1) ou ausentes (0) e, com isso, foi criada uma matriz binaria para as analises estatisticas.

O software GenAlex 6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2015) foi utilizado pra calcular
varios parametros como a porcentagem de bandas polimérficas por populacdo (%P), indice de
informacdo de Shannon (1), diversidade génica de Nei (H), heterozigozidade esperada (He)
baseado em Nei (1978) entre populacdes e entre individuos dentro da populacdo. A matriz de
similaridade foi submetida a analise de agrupamento pelo método do grupo de pares ndo
ponderados para a média aritmética (UPGMA\), e um dendrograma foi gerado.

O poder discriminatorio dos primers foi determinado por meio de trés parametros: (1)
PIC (Polymorphism Information Content); (2) MI (Marker Index); e (3) RP (Resolving
Power). O valor do PIC para o primer de ISSR foi calculado como PICi = 2 fi (1 — fi), sendo
PICi o PIC individual do marcador i, fi a frequéncia de fragmentos presentes do marcador por
acesso e 1 — fi a frequéncia de fragmentos ausentes de acordo com Roldan-Ruiz et al. (2000).
Posteriormente foram obtidas medias entre os valores de PIC dos fragmentos de cada primer.
O M foi obtido a partir da seguinte formula: Ml = PIC x n x ny/(n, + ny,) de acordo com
Varshney et al. (2007), sendo n o nimero médio fragmentos por primer, n, 0 nimero de

fragmentos polimorficos e nm o nimero de fragmentos monomérficos. O RP de cada primer
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foi calculado como representado a seguir: RP = X I, sendo I, 0 nivel de informacéo de cada
fragmento. O I, pode ser representado em uma escala de 0-1 pela seguinte formula: 1, =1 — (2
% |0,5 — fi[) de acordo com Prevost e Wilkinson (1999).

A estimacdo das proporcdes de variabilidade genética dentro e entre populagdes foi
feita usando andlise de varidncia molecular, como implementado em GenAlEx 6.502
(PEAKALL; SMOUSE, 2006). Neste software, o calculo é baseado no pardmetro PhiPT (um
analogo de Fst), que é adequado para a realizacdo de AMOVA usando marcadores
dominantes. Multiplas comparacdes dos valores de PhiPT foram calculadas em GenAlEX para
todos os pares de populagdes usando um teste de permutacdo (999 replicagdes) para calcular
seus valores de P.

A divergéncia genética entre populagdes foi investigada usando a distancia genética
sem Viés e as medidas de identidade de Nei (1978). Estes calculos foram realizados usando
GenAlEx 6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2006). O software PAST 2.17c (HAMMER et al.,
2001) foi usado para construir um dendrograma UPGMA (método de grupo de par nédo
ponderado com média aritmética) baseado na distancia genética Nei entre populacbes (Nei
1978), e para calcular a correlacdo entre interpopulacdes distancias genéticas e geograficas
usando o teste de Mantel.

Diferentes visdes de semelhancas interpopulacionais foram obtidas usando a anélise de
coordenadas principais (PCoA). As matrizes de distancia genética foram calculadas usando
GenAlEx versdao 6.502 (PEAKALL; SMOUSE 2006). Para a analise de todos os individuos,
utilizou-se uma matriz de distancias interindividuais (GD), definida para dados binarios por
Peakall e Smouse (2015). As distancias genéticas interpopulacionais foram calculadas usando
distancias genéticas de Nei entre populacdes. Ordenacdes e arvores minimas foram calculadas
na versao 2.17c do PAST (HAMMER et al. 2001).

Resultados
Analises RAPD-PCR

Os primers RAPD produziram um total de 43 fragmentos de DNA com meédia de
10,75 fragmentos por iniciador, dos quais 26 (60,46%) foram polimorficos e 17 (36,54%)

monomorficos (Tabela 2). O numero de fragmentos de DNA produzidos por primer variou de

nove em OPAP1 a 13 em OPAP7, enquanto o tamanho dos produtos amplificados variaram
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de 200-1050 pb. Houve pequena variacdo quanto a porcentagem de polimorfismo produzida
pelos marcadores RAPD, observando-se uma menor porcentagem (55,55%) em OPAQS.

Os valores de PIC (Conteudo de Informacao Polimorfica), analisados para caracterizar
a capacidade de cada marcador de RAPD de apresentar locos polimorficos, variaram de 0,16
(OPAQS8) a 0,24 (OPAP7) (Tabela 2). O valor médio do PIC para todos os locos avaliados foi
de 0,22. O Rp (poder de resolugdo) foi maior para o primer OPAP7 (5,23) e menor para
OPAPL1 (4,36). O indice do marcador (MI) calculado para os primers de RAPD mostrou uma
média de 2,19, variando entre 1,76 (OPAP8) e 2,63 (OPAP7).

A anélise de agrupamento foi realizada com base nas distancias genéticas de Nei e 0
dendrograma baseado na analise de UPGMA para os primers RAPD foi gerado (Figura 2). As
populacdes foram agrupadas em trés grupos, um representado pelas populac6es do Centro de
Ramos (PMC), Mata Fresca (PMM), Cutias (PML) e Sumauma da Mata (PMS), outro grupo
formado pelas populagdes do Saco (PJS) e Jua de Vieira (PJJ), enquanto que a populagdo
Baixdo do Murici (PDB), mostrando menor semelhanca entre todas, foi agrupada de forma
isolada. O agrupamento 1 foi dividido em 2 subagrupamentos com as populacdes Pilocarpus
jaborandi (Jua dos Vieiras e Saco), ja o agrupamento 2 foi dividido em 4 subagrupamentos
com as populacdes da espécie Pilocarpus microphyllus (Centro de Ramos, Cutias, Mata
Fresca e Sumauma da Mata). O grau de similaridade baseado na identidade genética de Nei
(1978) varia de 0,962, entre as populacdes Cutias e Mata Fresca e 0,823 entre as populagcdes
Jué dos Vieiras e Sumauma da Mata. Os dados sobre a identidade genética apontam uma
maior proximidade entre gendtipos da mesma espécie, no entanto, para a espécie P.
demerarae os valores de identidade genética mostraram uma maior proximidade com o0s

genotipos de P. microphyllus (Cutias e Mata Fresca), 0,941 e 0,951, respectivamente.

Andlises ISSR-PCR

Os primers ISSR produziram um total de 110 fragmentos de DNA com uma média de
de 11 fragmentos por iniciador, dos quais 76 (69,09%) foram polimoérficos e 34 (30,91%)
monomorficos (Tabela 2). O numero de fragmentos de DNA produzidos por primer variou de
7 em UBC821 a 13 em UBCB813, enquanto o tamanho dos produtos amplificados variaram de
200-1050 pb. A variacéo entre a % de polimorfismo produzido por cada marcador foi de 41%
(UBC824) a 100% (UBCB856), visto que, sete marcadores (70%) apresentaram polimorfismo

acima de 75%.
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Os valores de PIC (Contetdo de informacédo polimdrfica), analisados para caracterizar
a capacidade de cada marcador de ISSR de apresentar locos polimérficos, variaram de 0,12
(UBC873) a 0,28 (UBC812) (Tabela 2). O valor médio do PIC para todos os locos avaliados
foi de 0,22. Os valores de PIC entre 0,01 e 0,5 sdo esperados em ambos 0s marcadores RAPD
e ISSR, uma vez que séo classificados como dominantes e valores mais altos de PIC indicam
mais contetdo informativo (GHISLAIN et al., 1999).

Rp (poder de resolucdo) foi maior para o primer UBC812 (6,16) e menor para
UBCB873 (2,54) com média de 4,88. O indice do marcador (MI) calculado para os primers de
ISSR mostrou uma média de 2,23, variando entre 1,36 (UBC873) e 3,08 (UBC812).

A anélise de agrupamento foi realizada com base nas distancias genéticas de Nei e 0
dendrograma baseado na anélise de UPGMA para os primers ISSR foi gerado (Figura 3). As
populacdes foram agrupadas em dois grupos, um representado pelas populagdes do Centro de
Ramos, Mata Fresca, Cutias e Sumauma da Mata e outro por populagdes localizadas em Jua
de Vieira, Saco e Baixdo do Murici. O agrupamento 1 foi dividido em 2 subagrupamentos
com as populacdes de P. demarerae (Baixdo do Murici) formando um grupo isolado das
populacdes de P.jaborandi (Jud dos Vieiras e Sumauma da Mata). O agrupamento 2 foi
dividido em 2 subagrupamentos formados por P. microphyllus (Centro de Ramos e Mata
Fresca). O grau de similaridade baseados na identidade genética de Nei (1978) variam de
0,938, entre as populagcbes de Cutias (P. microphyllus) e Mata Fresca (P. microphyllus) e
0,808 entre as populacdes Baixdo do Murici (P. demerarae) e Mata Fresca (P. microphyllus).
Os gendtipos das espécies de P. microphyllus e P. jaborandi, segundo os dados de identidade,
apresentaram-se distantes, ja a espécie Pilocarpus demerarae mostrou-se mais proxima de P.

jaborandi (Saco e Jua dos Vieiras).

Andlise de dados combinados de RAPD e ISSR

Os estudos de variacdo genética realizados com base em dados combinados de RAPD
e ISSR sdo apresentados na Tabela 3. Como esperado, todos os parametros sdo mais ou
menos iguais a média dos dois dados de cada marcador. Os valores de nimero médio de
bandas polimorficas por ensaio, PIC, Rp e Ml séo ligeiramente maiores para ISSR (7,6, 0,22 e
2,21) do que para os marcadores RAPD (6,5, 0,2, e 2,73). O Poder de Resolucdo (RP) e
polimorfismo (%P) dos fragmentos também foram maiores para os marcadores ISSR (4,88 e
69,75%) do que pra RAPD (4,69 e 59,75%).
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Diversidade genética dentro das populagdes com marcadores RAPD e ISSR combinados

As porcentagens de locos polimdrficos (% P) observados na Tabela 4. mostram que 0s
maiores valores foram encontrados nas popula¢des PDB (Barra do Corda) e PML (Cutias)
com 32,38 e 36,19%, respectivamente. Com 21,90%, 24,29% e 27,62 as populacdes de
Centro de Ramos (PMC), Jud dos Vieiras (PJJ) e Saco (PJS) apresentaram 0s menores
valores de polimorfismo entre todas. As populacbes de Mata Fresca (29,05%) e Sumauma da
Mata (29,52%) apresentaram valores intermediarios com porcentagens aproximadas.

Os valores sobre as taxas de polimorfismo (%P) condizem com os valores obtidos a
partir dos indices de diversidade genética de Shanoon (1) e heterozigosidade esperada (He)
(Tabela 4), que foram maiores para as populacGes de Sumauma da Mata, Baixao do Murici e
Cutias com valores, respectivamente de: 0,131 (He), 0,085 (1), 0,132 (He), 0,085 (I) e 0,146
(He) e 0,095 (I). As populacgdes de Mata Fresca e Centro de Ramos apresentaram 0s menores
valores: 0,1080 (1), 074 (He) e 0,112 (1), 0,073 (He), respectivamente, e as populacbes de Jua
de Vieira, com 0,115 (1) He e 0,075 (He), e Saco, com (I) 0,125 e 0,081 (He), apresentaram

valores intermediarios.

Diversidade genética entre as populagdes com marcadores RAPD e ISSR combinados

Os resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) (Figura 4) mostraram que
a variabilidade genética foi maior entre as populac@es (63%) do que dentro (37%). O valor do
indice de fixacdo de PhiPT (PhiPT = 0,631, P > 0,001) mostrou que existem diferengas
significativas entre as populacdes (Tabela 8) e nas comparacdes mdultiplas dos valores de
PhiPT (Tabela 6), todos os pares populacionais foram significativamente diferentes (P >
0,001).

O dendrograma gerado pela UPGMA obtido da analise de agrupamento de dados
combinados de RAPD e ISSR apresentou padrdo de agrupamento parcialmente similar
(Figura 5) como obtido individualmente. As sete populagdes foram agrupadas em dois grupos
principais, no primeiro agrupamento a populacdo Baixd0 do Murici formou um grupo
separado do subagrupamento das populacdes Jua de Vieira e Saco. No segundo agrupamento
foi possivel se obter dois subagrupamentos formados pelas populacfes de Mata Fresca e

Cutias e pelas populagées Sumauma da Mata e Centro de Ramos.
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A partir dos dados de similaridade genética de Nei (1978) as populacdes de Cutias e
Mata Fresca apresentarem-se mais proximas genotipicamente (0,943) (Tabela 6). O menor
valor de similaridade (0,824) foi observado entre as populacdes de Saco e Sumauma da Mata.
A distancia genética de Nei (Nei 1978) variou de 0,059 a 0,193, com menor valor encontrado
entre Cutias e Mata Fresca e maior entre Saco e Sumauma da Mata.

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada com a matriz de distancia
de Nei (1978) e esta representada na figura 6 e 7. Na primeira ordenacdo o primeiro eixo
representa 48,11% e o segundo 26,80% da variancia total do conjunto de dados e, por tanto,
podem ser considerados os padrdes mais importantes. O eixo 1 mostrou que as populagdes
Jua de Vieira e Saco sdo mais divergentes das demais. E eixo 2 evidencia uma distancia maior
entre a populacdo Baixdo do Murici e Mata Fresca. Na arvore geradora minima (MST) os
pontos sdo ligados aos seus vizinhos mais proximos na matriz de distancia Nei e, assim,
compensa a visao mais distorcida das relagdes inevitaveis em uma ordenacdo bidimensional.
No eixo 1 o MST liga as populacdes Jua de Vieira e Saco as populagdes Mata Fresca,
Sumauma da Mata e Cutias.

As simulacOes feitas com o programa Structure 2.3.4. com abordagem Bayesiana, o
numero K (grupos genéticos) foi definido como 5, pois este foi o valor de AK determinado
(Figura 9). E evidenciado uma estruturagdo das populacbes de Jua dos Vieiras e Saco,
representadas pelo genétipo de P. jaborandi. Centro de Ramos e Suamuma da Mata também
formaram um grupo distinto, representadas por P. microphyllus, as demais populacdes, do
Baixdo do Murici (P. demerarae), Cutias e Mata Fresca (P. microphyllus), formaram grupos

separados (Figura 10). Os dados corroboram com o agrupamento obtido pela UPGMA.

Discussao

A porcentagem de locos polimdrficos é um parametro utilizado para estimar o grau de
eficiéncia de cada marcador ao se avaliar a diversidade genética de populagdes (GRATIVOL
et al.,, 2011; SILVA et al., 2016) e os marcadores ISSR e RAPD, utilizados no presente
estudo, apresentaram altos niveis de polimorfismo por iniciador, com média de 63,90% a
60,17%, respectivamente. Os niveis de polimorfismo observados dentro das popula¢es com
os dois marcadores combinados foram baixos (21,90 % a 36,19), em contrapartida, Rocha
(2013) em estudo de diversidade, utilizando marcadores ISSR, relatou valores de
polimorfismo dentro das popula¢Bes mais elevado, variando de 47,78% a 80,00%. A media

observada em populagdes de Pilocarpus pennatifolius do Rio Grande do Sul foi alta, com
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média de 77% dos locus polimdrficos para as cinco populagbes estudadas (BANDEIRA;
DEIMLING; KRAEMER, 2010).

Os valores médios do indice de diversidade de Shannon (I) e de heterozigosidade
esperada (He) foram maiores na populacdo de Cutias (1=0,146 e He=0,095) e menores na
populacdo de Centro de Ramos (1=0,108 e He=0,073), os dados corroboram com 0s niveis de
polimorfismo para as duas populagdes (36,19% e 21,90%). O indice de Shannon (1) é um
identificador de diversidade, que varia entre 0 e 1, quanto mais préximo for de 1, mais diversa
sera a especie, ja a heterozigosidade esperada (He) indica a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto em um locus de acordo com suas frequéncias alélicas (COSTA et al., 2015). Em
condicBes naturais é previsto que o indice de heterozigosidade esperada (He) seja sempre
diferente de zero, pois a possibilidade de os genotipos incorporarem novos alelos fonte de
cruzamentos ou de ocorrer perdas em populaccdes pequenas ou fragmentadas por deriva
genética é maior (BARREIRA et al., 2006; COSTA et al., 2011).

Os valores do indice de Shannon (I) e de heterozigosidade esperada (He) evidenciam
uma menor diversidade dentro das populacdes de P. microphyllus ocorrentes no Maranhao
(Barra do Corda) e Piaui (Matias Olimpo). O valor de He (0,258) e | (1=0,378) encontrados
por Rocha (2013) em populacdes de P. microphyllus da regido Nordeste Setentrional foram
maiores que no presente estudo, porém, menor que os valores encontrados em populagdes de
P. pennatifolius Lemaire. (1=0,944) do Rio Grande do Sul, ambos utilizando marcadores ISSR
(BANDEIRA; DEIMLING; KRAEMER, 2010). Com marcadores RAPD, Moura (2005)
observou valores de Shannon (1) de 0,230 a 0,321 em banco de germoplasma de jaborandi (P.
microphyllus) da Embrapa Amazonia Oriental. Os dados sugerem que existe uma maior
diversidade em espécies de Pilocapus presentes em regides que sofrem menos com a pressao
antropica. Os bancos de germoploasma mostram uma maior diversidade o que pode ser
influenciado pelos diferentes acessos de locais de coletas diferentes, como observado por
Costa et al. (2011) em Hancornia speciosa Gomes com valores de He e | de 0,17 e 0,25,
respectivamente.

Os valores observados indicam baixa diversidade dentro das areas coletadas e podem
ser atribuidos & fragmentacdo das &reas em que foram obtidos, com forte pressdo de selecdo
antropica (COSTA,; SILVA; LEDO, 2011). A populacédo de Cutias (Pilocarpus microphyllus),
mesmo com forte extrativismo na regido, mostrou valores de diversidade acima das demais.
Em estudo de populagdo antes e apds sofrerem processo de exploracdo, Barreira et al. (2006)

reportaram uma maior diversidade em area que sofreram exploracdo, pois em areas de
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extrativismo a reducdo da densidade vegetal pode aumentar o tamanho reprodutivo da
populacdo resultando em uma maior diversidade genética.

Bem distribuidas no Estado do Maranhéo, as populacGes de P. microphyllus (Centro
de Ramos e Sumauma da Mata) vém sofrendo intenso extrativismo desde a segunda metade
do século passado, 0 que contribuiu para reducdo populacional sendo, possivelmente, o fator
primordial para os baixos valores de diversidade apresentados. As populagdes de P. jaborandi
(Jué dos Vieiras e Saco), apesar dos dados de extrativismo serem escassos, estdo situadas em
regides de crescimento da agricultura, o que influencia na dindmica das formacg6es vegetais
contribuindo para o isolamento das popula¢Bes e baixos indices de diversidade (COSTA,;
SILVA; LEDO, 2011). Os mesmos valores foram discutidos no estudo de Moura (2003), onde
0 autor apontou um grande historico de extracdo de folha de jaborandi principalmente no
estado do Maranhdo que foram as regides que apresentaram menores indices de diversidade.

Os dados de similaridade genética de Nei (1978) (Tabela 6) evidenciam uma maior
proximidade em gendtipos da mesma espécie, onde P. microphyllus nas duas populacdes
coletadas no estado do Piaui (Cutias e Mata Fresca) tiveram maiores valores (0,943) que as
demais. As populacdes de P. jaborandi (Saco) e P. microphyllus (Sumauma da Mata)
apresentaram-se com menores valores de similaridade (0,824). Os dados de distancia genética
de Nei (1978) mostram valores menores (0,059) para as populagdes de P. microphyllus de
Cutias e Mata Fresca e maiores valores (0,193) para Saco (P. jaborandi) e Sumauma da Mata
(P.microphyllus). Bandeira et al. (2010) observou uma variacao de similidade genética de Nei
(1978) de 0,37 a 0,73, estando as progénies de uma mesma populacdo mais préxima do que
entre progénies de populagdes diferentes.

A maior variacdo molecular encontrada (AMOVA) foi entre as populactes (63%) dos
cinco grupos definidos, mostrando que existe significativa diferenciacdo genética, e com a
variacdo dentro das populacdes de 37% (Tabela 5), atingindo valor para PhiPT de 0,631
(Figura 8). Os valores apresentados de PhiPT (0,631) indicam uma grande estruturagdo das
populagdes e uma falta de fluxo génico entre elas. Assim, esses dados confirmam os padrdes
filogenéticos das especies estudadas a partir da evidéncia de diferenciacdo utilizando os
marcadores moleculares ISSR e RAPD, o que corrobora a forte tendéncia de estruturacdo
populacional, o que significa que nao existe fluxo génico entre as populacdes ou, mesmo, que
pode haver locis especificos para cada populagédo/espécies.

Uma variavel importante que influencia a estruturagdo genética de populacfes é a

permanente fragmentacdo florestal que ocasionada perdas significativas do nimero de
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individuos (BANDEIRA; DEIMLING; KRAEMER, 2010). Alguns estudos mostraram dados
alarmantes sobre a grande perda florestal na regido Nordeste do Brasil, em especial do estado
do Maranhdo (REIS, 2010). Esse fator vem interferindo principalmente em espécies, na qual
seus agentes polinizadores sdo animais e insetos, como é o caso das espécies de Pilocarpus
(SOUZA et al., 2003; MOURA, 2005). As plantas alogamas que praticam, preferencialmente,
fecundacdo cruzada como os representantes de Pilocarpus spp., ttm uma forte tendéncia a
apresentar uma maior variabilidade dentro das populagdes, porém, estudos mostram que
mesmo espécies alogamas pode-se esperar niveis de diversidade entre populacfes elevados,
fator relacionado ao aumento da autofecundacdo (FERREIRA et al., 2012).

A arvore de analise UPGMA, gerada pelo programa Past, utilizando a matriz de
distancia de Nei (1978) dividiu as populacBes em sete subagrupamentos. E possivel observar
gue os marcadores ISSR e RAPD foram efetivos na separacdo dos grupos de genotipos das
mesmas espécies, sendo que populacbes de P. jaborandi formaram dois subagrupamentos
mais proximos e com a maior distancia entre todos os outros individuos. O terceiro grupo é
formado por subagrupamentos das espécies de P. microphyllus, localizadas no Centro de
Ramos, Sumauma da Mata, Cutias e Mata Fresca. E importante destacar que as populacdes
também ficaram agrupadas segundo os estados da Regido Nordeste Setentrional, com as
populagdes de Centro de Ramos e Sumauma da Mata do Maranhéo e Cutias e Mata Fresca do
Piaui. As linhas da Figura 12 e 13 indica a arvore de expansdo minima (MST) que liga cada ponto
ao que é mais préximo de acordo com a matriz de distancia de Nei (1978) usado para a PCoA. As
linhas reforcam a divergéncia existente entre os gendétipos das populacdes de P. demerarae, P.
jaborandi e P. microphyllus. Adicionalmente, os dados gerados mostram pouco fluxo génico
mesmo em populacdes de regides proximas, como das popula¢fes de Sumauma da Mata e Centro
de Ramos (P. microphyllus).

A partir dos dados de estruturacdo pode se definir gendtipos distintos de Pilocarpus
dos estados do Ceard, Piaui e Maranhdo e os dados de diversidade mostram que sdo
necessarias medidas urgentes de recuperacdo da diversidade nestas areas. Pode-se considerar
estratégias de conservacao ex situ e in situ nas populacdes de Pilocarpus spp., pois é provavel
que haja alelos exclusivos entre as populacdes da mesma espécie e por conta dos baixos
indices de diversidade dentro das espécies. Estes indices foram baixos, mesmo em populac6es
que sofreram uma menor pressao extrativista, como é o caso de P. jaborandi, apresentaram
baixa diversidade genética e o fluxo génico é bastante reduzido.

Bancos de Germoplasma podem ser considerados com realizagdo de coletas em

diferentes areas onde se encontram as popula¢Ges ou mesmo em outras populacdes presentes
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nos estados do Ceard, Maranhdo, Piaui. Para Pilocarpus ja sdo distribuidos no Brasil bancos
de germoplasma que asseguram a manutencdo do acervo genético, no entanto, se reduzem a
poucas espécies e grande parte delas ndo possuiem estudos in situ e os dados de distribuicéo
das mesmas sao quase inexistentes (CALDEIRA et al 2017). Para a conservacao in situ a
restauracdo ambiental é primordial visando a criagdo de sistema semelhantes as formacoes
vegetais originais, de modo a proporcionar condi¢cbes de autossustentabilidade, pela
regeneracdo natural, manutencdo das populacbes regeneradas artificialmente e garantia de
diversidade genética, que possibilite a continuidade evolutiva das espécies (NUNES et al.,
2015).

Concluséao

O presente estudo mostrou a utilidade de marcadores ISSR e RAPD para discriminar
genotipos e avaliar a diversidade em populagdes de Pilocarpus spp., grupo com um histérico
marcante de uso pela industria farmacéutica. Os marcadores ISSR demostraram ser levemente
mais reproduziveis e mais capazes de demostrar polimorfismo em comparacdo com 0s
primers arbitrarios RAPDs para as espécies estudadas.

Os dados apontam que existe baixa diversidade intrapopulacional em todas as
populagbes estudadas. Os menores valores foram encontrados em populacdes de P.
microphyllus dos estados do Piaui e Maranhdo. Foi observada uma similaridade maior entre
gendtipos da mesma espécie e maior distancia entre espécies distintas. O grande valor
econdmico da espécie em conjunto aos dados apresentados sugere que S0 Necessarios
projetos de conservacdo que visem 0 aumento da diversidade dentro das populagbes
estudadas, aumento do fluxo génico entre elas e a criacdo de bancos de germoplasma para a

conservacao ex situ.
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Tabela 1. PopulacGes, espécies e locais de coleta de Pilocarpus spp para as analises RAPD e

ISSR.
Espécies Cddigo Amostras  Longitude Latitude Local Voucher
E) (N)

Pilocarpus PJS 30 03°35°03.4>° 41°19°03.2” Saco — Vicosa 5798

jaborandi

Pilocarpus PJJ 30 03°31°22.8”  41°16°58.1”  Jua dos Vieiras — Vicosa 5795

jaborandi

Pilocarpus PMC 30 05°17°40.77  45°11°31.5”  Centro de Ramos — Barra 5138
microphyllus do Corda

Pilocarpus PMS 30 05°08°52,2”  45°08’40.9” Sumauma da Mata — 5137
microphyllus Barra do Corda

Pilocarpus PML 30 03°41'18.8"  42°28'43,9" Cutias — Luzilandia 5797
microphyllus

Pilocapurs PMM 30 03°42°52.9”  42°32°19.8” Mata Fresca — Matias 5796
microphyllus Olimpo

Pilocarpus PDB 30 05°07°41.5”  45°09°’51.6”  Baixdo do Murici — Barra 5139

demerarae do Corda




Tabela 2. Resumo da amplificacdo de 10 primers ISSR e 4 primers RAPD usados para as analises de diversidade genéticas em genétipos do

género Pilocarpus.
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S.no. Iniciadores Sequéncia (5’ >3’) NuUmero Numero de Numero de % de Tamanho PIC RP MI
ISSR total de locus locus polimorfismo  fragmentos (bp)
locus monomorficos  polimorficos
1. UBC 807 AGA GAG AGA 12 3 9 75,00 300-1050 0,24 4,71 2,64
GAG AGA GT
2. UBC 810 GAG AGA GAG 12 3 9 75,00 200-1000 0,25 5,84 2,73
AGA GAG AT
3. UBC 812 GAG AGA GAG 12 3 9 75,00 200-1000 0,28 6,16 3,08
AGA GAG AA
4. UBC 813 CTCTCT CTC 13 3 10 76,92 200-1050 0,27 5,98 3,07
TCTCTCTT
5. UBC821 GTGTGTGTGT 7 2 5 71,42 300-800 0,14 3,49 1,57
GTGTGTTT
6. UBC 824 TCTTCT TCT 12 7 5 41,66 200-1050 0,18 513 2,05
TCT TCT CG
7. UBC 825 ACA CAC ACA 11 4 7 63,63 250-900 0,25 5,98 2,70
CACACACT
8. UBC 853 TCTCTCTCT 11 4 7 63,63 300-1050 0,18 3,51 2,01
CTCTCTCTR
9. UBC 856 ACA CAC ACA 10 0 10 100,00 200-1000 0,25 5,53 2,77
CAC ACA CYA®
10. UBC 873 GAC AGA CAG 10 5 5 50,00 250-1050 0,12 2,54 1,36
ACA GACA
- Média - 11 34 7,6 63,90 200-1050 0,21 4,88 2,23
- Total - 110 34 76 - - - - -
S.no. Iniciadores Sequéncia (5’ >3’) NUmero NUmero de NUmero de % de Tamanho dos PIC Rp (M1)
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RAPD total de locus locus polimorfismo  fragmentos (bp)
locus monomorficos  polimorficos

11. OPAP-1 AACTGGCCCC 10 4 6 60,00 300-900 0,19 4,36 2,09
12. OPAP-6 GTCACGTCTC 11 4 7 63,63 250-1000 0,21 4,73 2,29
13. OPAP-7 ACCACCCGCT 13 5 8 61,53 200-1050 0,24 5,23 2,63
14. OPAO-8 ACTGGCTCTC 9 4 5 55,55 350-1000 0,16 4,47 1,76

- Média - 11,5 4,25 6,5 60,17 200-1050 0,2 2,19 4,7

- Total - 46 17 26 - - - - -
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Tabela 3. Resumo de varios parametros para diferentes marcadores (RAPD e ISSR) utilizados
no estudo.

S. no. Detalhes de amplificacédo RAPD ISSR RAPD+ISSR

1. Primers (no.) 4 10 14

2.  Total de bandas (no.) 43 110 153
3. Total de bandas por primer (no.) 10,75 11 10,92
4. Bandas polimérficas (no.) 26 76 102
5. Bandas polimérficas por primer (no.) 6,5 7,6 7,28
6. Bandas monomorfica (no.) 17 34 51

7. Bandas monomorficas por primer (no.) 4,25 34 3,64
8.  Polimorfismo 59,75% 63,90% 62,71%
9.  Conteudo de informacéo polimorfica (PIC) 0,2 0,22 0,21
11.  Poder de resolucéo (RP) 4,69 4,88 4,78
12.  Indice do marcador (M) 2,19 2,23 2,21

[HEN
w

Tamanho dos produtos amplificados (pb) 300-1050 250-1050 250-1050

Tabela 4: Diversidade genética estimada para as sete populacdes de Pilocarpus usando o
programa GenAlEx 6.502 para os marcadores ISSR e RAPD. N — Tamanho da amostra, Na —
NUmero de diferentes alelos, Ne — Ndmero de alelos efetivos, | — indice de Shannon, He —
Heterozigosidade Esperada, uHe — Heterozigosidade Esperada imparcial, %P — Porcentagem
de locos polimorficos. (PMC: Centro de Ramos, PMS; Sumauma da Mata, PML: Cutias,
PMM: Mata Fresca, PDB: Baixdo do Murici, PJS: Saco e Jua de Vieira).

Populagéo N Ne I He %P
PDB 30 1,136 0,132 0,085 32,38
PJJ 30 1,126 0,115 0,075 24,29
PJS 30 1,132 0,125 0,081 27,62
PMC 30 1,127 0,108 0,073 21,90
PML 30 1,160 0,146 0,095 36,19
PMM 30 1,119 0,112 0,072 29,05
PMS 30 1,143 0,131 0,085 29,52

Total - 1,134 0,129 0,080 28,70
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Tabela 5. Valores do indice de fixacdo PhiPT, entre pares de populacdes de Pilocarpus Vahl.
com marcadores ISSR e RAPD. PDB (Baixdo do Murici); PJS (Saco); PJJ (Jua de Vieira);
PMC (Centro de Ramos); PML (Cotias); PMM (Mata Fresca); PMS (Sumauma da Mata).

PJJ PJS PMC PDB PMS PML _ PMM
PJJ 0,000 0001 0001 0001 0001 0001 0,001
PJS 0575 0000 0001 0001 0001 0001 0,001
PMC 068 068 0000 0001 0001 0001 0,001
PDB 0640 0639 0622 0000 0001 0001 0,001
PMS 0701 0682 0580 0560 0000 0001 0,001
PML 0671 0623 0592 0567 0511 0000 0,001
PMM 0693 0657 0657 0673 0645 0446 0,000

Tabela 6. Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distancia genética (abaixo da
diagonal) de Nei (1978) entre as populagbes Pilocarpus Vahl. com marcadores ISSR e
RAPD. PDB (Baixdo do Murici); PJS (Saco); PJJ (Jua de Vieira); PMC (Centro de Ramos);
PML (Cutias); PMM (Mata Fresca); PMS (Sumauma da Mata).

PJJ PJS PMC PDB PMS PML _ PMM
PJJ 0,000 0907 0859 0872 0830 0847 0,856
PJS 0097 0000 0837 0864 0824 0869 0,866
PMC 0152 0178 0000 0874 0902 0896 0,880
PDB 013 0146 0135 0000 0884 0884 0845
PMS 0187 0193 0103 0123 0000 0909 0,871
PML 0166 0140 0109 0124 0095 0000 0,943
PMM 0155 0144 0128 0168 0139 0059 0,000
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Tabela 7. Autovalores da andlise de coordenadas principais (PCoA) de variancia
populacionais utilizando a distancia de Nei (1978) em sete populagdes de Pilocarpus.
Computado usando o PAST versdo 2.17c (HAMMER et al., 2001).

AXis Eigenvalue % variance Cumulative % variance
1 0.029179 48.11 48.11
2 0.016257 26.80 26.80
3 0.009128 15.05 15.05
4 0.002809 4,63 4.63
5 0.002651 3.79 4.37
6 -2.0137E-19 1.52 98.96

Tabela 8. Andlise da variancia molecular (AMOVA) de sete populagbes de Pilocarpus com
marcadores moleculares ISSR e RAPD. O valor P ** foi calculado por um teste de
permutagédo (999 replicacdes) em todo o conjunto de dados e significa a probabilidade de
obter por acaso um valor maior ou igual ao valor observado de PhiPt *. Computacdes feitas
usando o0 GenAlEx 6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

Fontes de variacao Grau de Soma dos Componentes Variancia
liberdade guadrados de variancia (%)
Entre as populacdes 6 2830,248 471,708 15,42
Dentro das populagtes 203 1831.467 9,022 9,02

indice de fixacdo PhiPT: 0,631 (P>0,001)
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Figura 1. Localizacdo das populacdes de Pilocarpus spp estudadas nos estados do Ceara,
Maranhdo e Piaui.
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Figura 2. Dendrograma obtido pelo método de analise de agrupamento UPGMA com base na
distancia de Nei (1978) das populacGes de Pilocarpus spp. com marcadores RAPD usando
PAST version 2.17c (HAMMER et al., 2001). (PMC: Centro de Ramos, PMS; Sumauma da
Mata, PML.: Cutias, PMM: Mata Fresca, PDB: Baixao do Murici, PJS: Saco e Jua de Vieira).
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo método de andlise de agrupamento UPGMA com base na
distancia de Nei (1978) das populacdes de Pilocarpus spp. com marcadores ISSR usando
PAST version 2.17c (HAMMER et al., 2001). (PMC: Centro de Ramos, PMS; Sumauma da
Mata, PML: Cutias, PMM: Mata Fresca, PDB: Baixao do Murici, PJS: Saco e Jua de Vieira).
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Figura 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) baseada no parametro PhiPT, mostrando
variancia genética dentro e entre as sete populagdes de Pilocarpus computados com programa
GenAlEx 6.502 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método de andlise de agrupamento UPGMA com base na
distancia de Nei (1978) das populacGes de Pilocarpus spp. com marcadores ISSR e ISSR
usando PAST version 2.17c (HAMMER et al., 2001). (PMC: Centro de Ramos, PMS;
Sumauma da Mata, PML: Cutias, PMM: Mata Fresca, PDB: Baixdo do Murici, PJS: Saco e
Jué de Vieira).
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Figura 6. Ordenacdo de uma Analise de Coordenadas Principais, mostrando as sete
populacdes do espaco dos eixos 1 (48,11% variancia) e 2 (26.80% variancia) usando PAST
version 2.17c (HAMMER et al., 2001). A linha representa a arvore de expansdo minima
(MST) entre as populacdes PDB (Baixdo do Murici); PJS (Saco); PJJ (Jua de Vieira); PMC
(Centro de Ramos); PML (Cutias); PMM (Mata Fresca); PMS (Sumauma da Mata).
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Figura 7. Ordenacdo de uma Analise de Coordenadas Principais, mostrando as sete
populacbes do espaco dos eixos 2 (26,80% variancia) e 3 (15.05% variancia) usando PAST
version 2.17¢c (HAMMER et al., 2001). A linha representa a arvore de expansdo minima
(MST) entre as populacdes PDB (Baixdo do Murici); PJS (Saco); PJJ (Jua de Vieira); PMC
(Centro de Ramos); PML (Cutias); PMM (Mata Fresca); PMS (Sumauma da Mata).
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Figura 8. Andlise de coordenadas principais (PCoA) usando a distancia genética GD entre
todos os individuos de sete populacdes de Pilocarpus, calculada usando Genalex 6.502
(PEAKALL; SMOUSE; 2012).

*
’{‘,’:’;"’ *PJJ
A
A * L 4
Al PJS
o
é APMC
§ PDB
A *PMS
N A
. PML
o o ¢
f’l”“

Coord. 1



73

Figura 9. Valores de L(K) - Determinacdo do numero 6timo de agrupamentos genéticos (K=5)
populacBes de Pilocarpus spp. por analise Bayesiana com Structure (PRITCHARD et al.,
2000) e entdo utilizando ESTRUTURE HARVESTER para calcular o critério de otimalidade
Delta K (EARL; VONHOLDT, 2012) . O valor K correspondente aos maiores valores do
Delta K representa o nimero ideal de grupos.

Deltak = mean(|L"(K)}|) / sd{L{K))

Delta K
Y]

K

Figura 10. Estrutura genética 6tima (K = 5 agregados genéticos) de sete populaces de
Pilocarpus spp. obtidas por anélise bayesiana. Cada agrupamento representado por uma cor
diferente. As bordas negras dos retangulos marcam os limites das populacdes. Populacdes de
Jua dos Vieiras (1) e Saco em Vigosa representadas pela cor Vermelha. Populagdes de Centro
de Ramos (3) e Sumauma da Mata (5) em Barra do Corda representadas na cor Rosa.
Populacdo de Baixdo do Murici (4) em Barra do Corda representada pela cor Verde.
Populagéo de Cutias em Luzilandia representada pela cor Azul (6). Populacéo de Mata Fresca
(7) de Matias Olimpo representada pela cor Amarela. O comprimento de cada cor em uma
barra individual, conforme medido no eixo y, é proporcional a sua probabilidade de pertencer
ao grupo genético indicado por essa cor. Computado com o software STRUCTURE
(PRITCHARD et al. 2000).
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