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RESUMO

A espécie Brosimum gaudichaudii é considerada prioritaria para a conservacao
e manejo de recursos genéticos vegetais. E uma planta medicinal, sua raiz é utilizada
para obtencdo de psoraleno e bergapteno, furocumarinas de propriedades
fotossensibilizantes, utilizadas na producdo de medicamentos como Viticromin®. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade genética em populacdes
naturais de Brosimum gaudichaudii por marcador molecular SRAP, visando propor
estratégias de conservacdo da espécie. Foram coletados acessos localizados em
populacdes naturais nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e
Goias. Nas populacdes analisadas a variabilidade dentro das populacées foi maior do
que entre as populacdes. O valor do Fst encontrado foi significativamente maior do
que zero (Fst 0,15). Os acessos coletados nos municipios de Sdo Francisco Sales,
Jatai e Inocéncia apresentaram maior variabilidade (84,26%), enquanto a populacéo
de Pedregulho apresentou um menor niumero de individuos polimorficos (71,91%). A
andlise por SRAP demonstrou ser uma técnica eficiente para determinar a diversidade
genética entre populacdes de B. gaudichaudii, identificando dois grupos génicos
distintos apresentando uma estrutura em modelo de ilhas. As andlises estatisticas
desenvolvidas indicam a necessidade de se iniciar programas para a conservacao da
espécie, sugerindo a coleta de um maior niumero de individuos dentro das populacdes
que obtivemos a maior diversidade genética.
Palavras-chaves: Cerrado, conservacgao, fluxo génico, planta medicinal, SRAP.



ABSTRACT

The Brosimum gaudichaudii species is a priority for the conservation and
management of plant genetic resources. It is a medicinal plant, its root is used to obtain
psoralen and bergapten, furocoumarines photosensitizing properties, used in the
production of drugs Viticromin®. This study to evaluate the genetic diversity in natural
populations of Brosimum gaudichaudii by molecular marker SRAP, to propose the
species conservation strategies. Were collected accesses located in natural
populations in the states of Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul and Goias.
In the populations analyzed the variability within populations was greater than between
populations. The value FsT was statistically greater than zero (Fst 0.15). The
accessions collected in the municipalities of San Francisco Sales, Jatai and Innocence
showed greater variability (84.26%), while the population of Gravel had fewer
polymorphic individuals (71.91%). Analysis by SRAP shown to be an efficient
technique for determining the genetic diversity among populations of B. gaudichaudii,
identifying two distinct gene groups having a structure model islands. Statistical
analyzes developed indicate the need to initiate programs for the conservation of the
species, suggesting the collection of a greater number of individuals within populations
that have obtained the greatest genetic diversity.

Keywords: Cerrado, conservation, gene flow, medicinal plant, SRAP.
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1 INTRODUCAO

Existe aproximadamente 300.000 espécies de vegetais superiores na Terra,
essa biodiversidade é fundamental para o desenvolvimento de pesquisas que buscam
o melhor entendimento dos componentes desses mananciais, incluindo farmacos,
pigmentos e substancias quimicas. As plantas produzem mais de 30.000 substancias
e as espécies estao dispostas de maneira dispersa no planeta, no entanto, notamos
gue as que tem potencial medicinal se encontram em maior concentracao nas regioes
tropicais.

O Brasil é o pais que abriga a maior diversidade de espécies, em decorréncia
da sua grande extensao territorial e por dispor de condi¢cdes favoraveis para a fixacao
desses vegetais, sendo um pais com uma diversidade cultural proveniente do
processo de composicdo da sociedade brasileira, tem oportunidade de fixar um
modelo préprio, que sirva como referencial no que se trata da utilizacdo da
biodiversidade das plantas medicinais e seus compostos ativos a favor da saude,
priorizando a preservacao e conservacao dos recursos.

A utilizagdo de plantas medicinais na forma em que sé&o colhidas, e utilizadas
através de processos caseiros, representam uma cultura realizada por varios povos
do mundo. Porém entre a comunidade médica também é evidente a utilizacdo de
plantas medicinais, pois cerca de 25% das prescricdes médicas sdo formulados a
base de plantas ou derivados de plantas e analogos sintéticos. E 80% da populagéo
mundial depende de medicamentos derivados de plantas para a sua saude e fica
evidenciado que essa dependéncia é maior em paises em desenvolvimento.

O desenvolvimento de novos farmacos € oneroso, estima-se que em média
para obter uma droga € de mais de um bilhdo de ddélares, sem levar em conta 0s
gastos com aprovacdes em 6rgdos competentes.

Torna-se assim de grande importancia estudos que priorizem informacgdes
precisas acerca das espécies de plantas utilizadas na medicina, de modo a permitir
sua correta identificacdo e conservacédo, uma vez que, estas informacdes podem
auxiliar na elaboracéo de medicamentos e terapias com qualidade e seguranca.

Neste sentido este trabalho propde um estudo sobre a diversidade genética da

espécie Brosimum gaudichaudii Trécul, planta amplamente utilizada na cultura



popular para doengas que acometem a pele com micoses, manchas, psoriase e
principalmente vitiligo. Espera-se com a realizacdo deste trabalho obter informacdes
gque possam ser Uteis em elaboracbes de estratégias de conversacdo e maior

conhecimento acerca da espécie.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservacao

O Cerrado € o bioma que possui a segunda maior biodiversidade da América
do Sul, superada somente pela Amazonia, ocupa 24% do territério nacional com cerca
204 milhdes de hectares, abrangendo os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goias, Minas Gerais, Piaui, Distrito Federal, Tocantins e parte dos estados da
Bahia, Ceara, Maranhéo, Séao Paulo, Parana e Rondonia (RIBEIRO, 2006).

Em razao da riqgueza da biodiversidade, o Ministério do Meio Ambiente (MMA)
definiu que 431 areas no Cerrado tém prioridade para conservacdo. Inclusive no
estado de S&o Paulo.

Segundo Bessa et al. (2013), o levantamento e identificacdo das plantas
medicinais nativas do Cerrado permitem a reunido de informacgdes sobre o conjunto
de plantas de grande potencial medicinal e consequentemente econdmico. Conservar
um bioma é garantir a manutencéo das espécies gue nele se estabeleceram e, em
consequéncia, a sua existéncia para as geracdes atuais e futuras. Como relata Ribeiro
(2006) ha cerca de 6.500 espécies de plantas no Cerrado, das quais mais de 200 ja
tém algum uso econdmico preconizado, seja uso forrageiro, madeireiro, medicinal
e/ou ornamental. Além disso, o Cerrado € responsavel pela producdo de alimentos,
fibras e outros produtos, em quantidade e qualidade adequadas as necessidades e
exigéncias do mercado, promovendo também o desenvolvimento integrado e
sustentavel da regido em que esta inserido.

Portanto a definicdo de estratégias de conservagdo e uso sustentado dos
recursos genéticos de uma espécie depende da compreensdo dos padrdes de

distribuicdo da diversidade genética e o nivel de diferenciacao intraespecifico que se



encontra (GRIBEL, 2001). A variacao genética presente em uma espécie € essencial
para a sobrevivéncia e adaptacao a possiveis mudancas do ambiente, é a base para

programas de conservacéo.

2.2 Diversidade genética em planta medicinal

A busca por critérios de qualidade que garantam a eficacia e seguranca de
fitoterapicos mostra que a producéo de compostos bioativos esta relacionada a fatores
como sazonalidade, radiacdo UV, indice pluviométrico, entre outros fatores
ambientais, entretanto fatores intrinsecos ao material vegetal sdo igualmente
importantes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Neste contexto, a avaliacdo da diversidade genética de plantas medicinais é
vital uma vez que € necessério relacionar variagdes genotipicas e fenotipicas com a
variabilidade morfolégica e quimica das espécies a serem utilizadas como
fitomedicamentos (FALK et al., 2001).

Esta abordagem no estudo de plantas ndo domesticadas com potencial uso
terapéutico é necessaria para assegurar sua conservacao, evitando o extrativismo e
protegendo do alto grau de pressdo antrépica e da selecdo de cultivares mais
promissores geneticamente (VALLE et al., 2013)

A andlise da diversidade genética demonstrou que, devido a distancia
geografica, a espécie ornamental de cactus Cereus peruvianus, esta sofrendo um
processo de especiacao, fendbmeno este que leva a constituicdo de duas espécies
diferentes (TAVARES, 2011).

Panax ginseng, coletado em diferentes regides da China e Singapura, revelou
gue a diversidade genética na espécie esta relacionada com o teor da saponina, ativo
terapéutico, auxiliando na obtencao de cultivares mais interessantes economicamente
(HONG et al., 2005).

Estudos realizados em Pothomoorphe umbellata mostraram que, em
populac6es das espécies coletadas em 4 localidades do estado de Sdo Paulo e uma
no Parand, existe uma grande variabilidade genética dentro das populacdes (65,33%)
e entre as populacdes (34,67%), possuindo um elevado grau de variabilidade

genética, a qual pode ser fortemente impactada pelo extrativismo, quando partes
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essenciais para a sua reproducédo sao retiradas, ou até mesmo a planta inteira (VALLE
et al., 2013).

2.3 Polimorfismo Amplificado de Sequéncia relacionada (SRAP)

Marcadores moleculares sédo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdados geneticamente. S&o comumente utilizados para a
construcdo de mapas genéticos, mapeamentos genéticos e clonagem, avaliacdo da
diversidade genética e selecao assistida por marcadores no melhoramento de plantas.
A classificacao se da pelo tipo de procedimento de deteccédo que pode ser baseado
em hibridacdo ou em PCR.

Li e Quiros (2001) descreveram o desenvolvimento de uma técnica de
marcadores chamada polimorfismo amplificado de sequéncia relacionada (SRAP)
destinado para amplificacdo de fases de leitura aberta. Apds os experimentos 0s
autores concluiram que o marcador € bastante simples e eficiente e que pode ser
utilizado para diferentes fins, inclusive para analise da diversidade genética em uma
grande quantidade de organismos vivos, ja que para sua deteccdo ndo é necessario
informacgdes da sequéncia do genoma (LI, MCVETTY, QUIROS, 2013).

Robarts e Wolfe (2014) em uma revisdo sugerem gue a técnica Polimorfismo
amplificado de sequéncia relacionada (SRAP) pode ser aplicada na abordagem de
hip6teses em estudos de sistematica vegetal, biogeografia, conservacao, ecologia,
além de outros. Neste trabalho os autores apontam as vantagens desta nova técnica
e fazem comparacdes com outras técnicas ja amplamente utilizadas como o PCR
baseado em sistemas de marcadores dominantes, o polimorfismo do DNA amplificado
ao acaso (RAPD), inter-repeticOes de sequéncia simples (ISSR), e polimorfismo de
fragmentos amplificados (AFLP). Embora bastante utilizados para estimativa da
variacao genética em plantas os autores relatam limitac6es destas técnicas tais como
inconsisténcias na replicacdo de dados (RAPD), menor producdo em termos de
polimorfismos detectados por algumas combinacdes de iniciadores (ISSR) e a
necessidade de maior tempo (AFLP).

11



A fim de pontuar as aplicacbes do SRAP 0s autores desta revisao relataram
alguns estudos de casos que investigaram areas especificas da biologia vegetal tais
como nivel de populacdo sistematica (intraespecifica), hibridacdo, ordem superior
sistematica (interespecifica ou superior), biogeografia, genética da conservacao e
ecologia (ROBARTS e WOLFE, 2014).

Como outros marcadores dominantes, o SRAP tém demonstrado a
capacidade de elucidar a variacdo genética em uma variedade de niveis taxonémicos,
com as vantagens de ser simples, barato e eficaz para a producéo de fragmentos do
genoma com alta reprodutibilidade e versatilidade. Como conclusdo Robarts e Wolfe
(2014) descrevem o uso dos marcadores SRAP tem crescido ao longo dos anos e que
esta ferramenta tem ampla aplicacdo para estudos ecoldgicos e sistematicos.

Desde que a técnica SRAP foi descrita em 2001 constatou-se um aumento do
ndamero de publicagdes utilizando este marcador, sendo eficiente em estudos de
diversidade genérica de Pinus Konaiensis (FENG et al., 2009), Vicia faba (ALGHAMDI
et al., 2012), Saccharum spontaneum (CHANG et al., 2012), Allium sativum (CHEN et
al., 2013), Erianthus aundinaceus (ZHANG et al., 2013), nove espécies de Salvia
(SAEBNAZAR; RAHMANI, 2013), catorze espécies do género Alcea (BADRKHANI et
al., 2014), Brassica napus (AHMAD et al., 2014), Lolium multilorum (HUANG et al.,
2014), Crocus sativus (BABAEI et., 2014), Tetrastigma hemsleyanum (Peng et al.,
2015) e Vitis ficifolia (FAN et al., 2015).

2.4 Espécie alvo do estudo

2.4.1 Familia Moraceae

A Familia Moraceae compreende arvores, arbustos, ervas ou lianas mondicas
ou didicas, com canais laticiferos de latex leitoso distribuidos em todos os tecidos
parenquimatosos. Pertencem a esta familia a amora, o figo, a jaca e a fruta-pao
(CASTRO, 2006, DIXON, 2011).

As plantas taxonomicamente incluidas neste grupo exibem folhas simples e
alternadas, dificilmente lobadas. As estipulas que nem sempre sao visiveis,
normalmente s&do caducas com cicatrizes circular no ramo (SANTOS, 2012). As
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estipulas podem estar associadas a protecdo das gemas vegetativas, ocorrendo
principalmente em plantas caducifélias como mencionado em alguns estudos. Em
localidades onde as caducifélias ndo sdo comuns, as estipulas permanecem retidas,
representando uma plesiomorfia na familia (CASTRO, 2006).

As inflorescéncias axilares sdo racemosas: espigas, racemos ou capitulos
(achatados, cenanto em Dorstenia; globosos em Brosimum; ou fechados em uma
urna, como o siconio, em Ficus). Apresenta habito arbéreo, arbustivo, herbaceo,
hemiepifita ou trepadeira. No que diz respeito as flores sdo unissexuadas, geralmente
radiais, inconspicuas. Apresentam 6vulos anatropos e drupas ou aquénios agregados
(DAWTYLER, WEIBLEN, 2004; CASTRO, 2006; JACOMASSI et al., 2010
CASTANEDA, MANRIQUEZ, 2012).

A familia Moraceae €é constituida de 37 géneros e cerca de 1100 espécies
presentes principalmente nas regides tropicais e secundariamente em regides
subtropicais e temperadas (ROHWER, 1993; CASTANEDA, MANRIQUEZ, 2012).

Ainda hoje se discute a relacdo desta familia com outras filogeneticamente
similares. Em termos moleculares a familia Moraceae € considerada monofilética e
como caracteristicas diagnésticas estdo exsudados leitosos, ovario com placentacao
apical e 6vulos anatropos (CASTANEDA, MANRIQUEZ, 2012).

Estudos de filogenia realizados em 1999 e 2009 revelaram que a familia
Moraceae se relacionava com a ordem Rosales e foi reunido a elas. Entretanto,
Moraceae difere das demais familias da ordem Rosales principalmente pela presenca
abundante de latex distribuidos em todas as regiées das plantas. No estudo de Judd
et al. (2009) também ¢é enfatizado que a presenca abundante de laticiferos aproximam
as Moraceae das Urticaceae como grupos irmaos dentro da ordem Rosales
(DAWTYLER, WEIBLEN, 2004; SANTOS, 2012).

Segundo Forzza (2010) na elaboracéo dos catalogos de plantas e fungos do
Brasil, foram encontradas 198 espécies nativas da familia Moraceae e varios géneros
que ocorrem no pais.

Rohwer classifica a familia em cinco tribos. Segundo o autor a tribo Moreae
apresenta oito géneros: Bleekrodea (3 spp.), Broussonetia (8 spp.), Fatoua (3 spp.),
Milicia (2 spp.), Morus (~12 spp.), Streblus (~25 spp.), Trophis (9 spp.) e Maclura (11

spp.), a qual ocorre no Brasil. Dos 11 géneros conhecidos da tribo Artocarpeae estéo
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presentes no Brasil Batocarpus (4 spp.), Bagassa (1 sp.), Sorocea (20 spp.) e Clarisia
(3 spp.). Os demais géneros sao Antiaropsis (1 sp.), Artocarpus (50 spp.), Hullettia (2
spp.), Poulsenia (1 sp.), Prainea (4 spp.), Sparattosyce (1 sp.) e Treculia (3 spp.). A
tribo Dorstenieae possui no total oito géneros: Bosqueiopsis (1 sp.), Scyphosyce (2
spp.), Trilepisium (1 sp.), Utsetela (1 sp.). Os demais que ocorrem no Brasil sdo
Helianthostylis (2 spp.), Trymatococcus (3 spp.), Brosimum (15 spp.) e Dorstenia (105
spp., 45 neotropicais e 60 africanas).

A tribo Castilleae também possui oito espécies que tém representantes no
Brasil, dentre elas estdo Perebea (10 spp.), Maquira (5 spp.), Castilla (3 spp.),
Helicostylis (7 spp.), Pseudolmedia (9 spp.) e Naucleopsis (25 spp.). As demais sao
Antiaris (1 sp.) e Mesogyne (1 sp.). A tltima tribo Ficeae apresenta um Unico género,
Ficus (~750 spp.), que € encontrado em todos os continentes, exceto nos poélos. Cerca
de 150 espécies de Ficus sao encontradas nos neotrépicos (DAWTYLER, WEIBLEN,
2004; SANTOS, 2012).

Vérias espécies desta familia sdo empregadas na medicina popular e na
fitoterapia. A alguns géneros da Dorstenia s&o conferidas propriedades expectorantes
e bronco dilatadores e no conhecimento popular algumas destas plantas séo utilizadas
para efeitos curativo da doenca de Chagas. Efeitos anti-helminticos sédo encontrados
em espécies de figueiras e neste sentido destaca-se a 0 género Sorocea representada
pela falsa-espinheira-santa, planta bastante utilizada na medicina popular (CASTRO,
2006).

As plantas pertencentes a esta familia apresentam habito arboreo, arbustivo,
herbaceo, hemiepifito ou trepadeira. Em espécies helidfilas como Maclura tinctoria e
Brosimum gaudichaudii ocorre a passagem de arbustos a arvores durante o seu
desenvolvimento.

A familia Moraceae tem espécies importantes para a economia, como as
frutas comestiveis figo (Ficus carica), fruta-pdo (Artocarpus altilis), jaca (A.
heterophyllus) e a amora (Morus nigra) (CASTRO, 2006).

A casca de Broussonetia papyrifera, Ficus, F. cotinifolia e F. petiolaris sdo
matérias prima para a fabricacdo do papel amate, e ha muito tempo Castilla elastica
e Perebea mollis eram utilizadas para obter borracha natural. Algumas espécies de

Ficus sdo utilizadas no México para fornecer sombra e para construir cercas, ja as
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folhas e os frutos séo utilizados como forragem para o gado. Brosimum alicastrum,
assim como F. insipida tem ampla aplicacdo local como espécies comestiveis,
madeireiras e para fins medicinais (CASTANEDA, MANRIQUEZ, 2012). Também s&o
utilizadas para o fornecimento de madeira Maclura e Brosimum para a fabricacéo de
cabos de ferramentas. E ainda neste contexto a espécie Clarisia racemosa esta na
lista das 100 espécies mais comercializadas no Brasil em 2008 e 2009.

Por estar presente em florestas Umidas ou em suas proximidades a familia
Moraceae pode estar ameacada de extincdo ja que estas localidades estdo hoje
sendo habitadas devido as necessidades agricolas e urbanas, e claro devido ao uso
indiscriminado em alguns locais das plantas medicinais (CLEMENT; WEIBLEN, 2009;
CASTANEDA; MANRIQUEZ, 2012).

2.4.2 Brosimum gaudichaudii

Brosimum sp. € um género que pertence a familia Moraceae bastante
utilizado na Amazobnia pelas industrias madeireiras. Suas espécies B. utile, B
potabile, B. parinarioides, B. rubescens, B. acutifolium, B. gaudichaudii possuem
diferentes nomes dependendo da regido onde sao encontradas (LIMA et al., 2013).
Macedo e Ferreira (2004) em um estudo botanico descrevem que B. gaudichaudii é,
do género Brosimum, a espécie mais empregada para fins medicinais.

B. gaudichaudii é popularmente conhecida como mama-cadela, mamica de
cadela, algodao, algodaozinho, entre outros.

Trata-se de uma espécie arbOrea com altura que pode variar de 4 a 10 m
(BALERONI, 2002), pouco ramificada, glabra, exceto quando trata-se de ramos
jovens, com dimorfismo acentuado. As folhas sdo simples, hirtas na pagina inferior e
verde-escuras na face superior, apresentam-se alternadas, com peciolo curto. E
monoica, floresce entre os meses de junho e outubro. As flores verde-amareladas sao
pequenas e ficam agrupadas na extremidade dos pendunculos pendentes nas axilas
das folhas (POZETTI, 2005; SANTANA; DE PAULA E ROSA, 2012)

Os frutos carnosos sao comestiveis (SILVA et al., 2011), também amarelos-

alaranjados, com cerca de 2 ou 3 cm de diametro, sdo mastigados como se fossem
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goma de mascar devido ao seu sabor e a presenca de latex (LEAO et al., 2005;
POZETTI, 2005). Apresenta frutos maduros nos meses de setembro e novembro
(SANTANA, DE PAULA E ROSA, 2012).

Esta espécie é tipica do cerrado, mas também €& encontrada no Amazonas,
Para, Maranhdo, Ceara, Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerias, Parana, Piaui, Sdo Paulo, Tocantins e Distrito Federal; (BALERONI, 2002;
POZETTI, 2005; SANTANA PALHARES E SILVEIRA, 2007; SILVA et al., 2011 DE
PAULA E ROSA, 2012).

Palhares et al. (2006) assim como Jacomassi (2007) apontam em seus
estudos que esta espécie apresenta caracteristicas morfoanatbmicas que a
favorecem no que diz respeito a sua sobrevivéncia e perpetuacdo mesmo que em
ambientes adversos. A espécie apresenta rapido crescimento radicular, capacidade
de rebrotamento do xilopodio (estrutura que armazena agua), a germinagdo €
criptohipogea; as raizes sdo gemiferas; e existe a presenca de fibras gelatinosas em
todos os oOrgaos, assim como os laticiferos e os idioblastos fendlicos, ambos com
papéis importantes na defesa do vegetal, em especial os laticiferos nos processos de
cicatrizacéo (SILVA et al., 2011)

Um estudo no Distrito Federal realizado por Corréa et al. (2007) apontou que
a espécie Brosimum gaudichaudii foi a quarta espécie de maior dominancia dentre as
98 espécies lenhosas encontradas nas areas mineradas (SILVA et al., 2011).

Devido as caracteristicas da madeira desta espécie, a mesma tem aplicacées
na marcenaria, sendo recomendavel o uso de individuos jovens na confeccdo de
papel. Além disso, as folhas e os frutos estdo presentes na dieta de bovinos, e tem
um potencial forrageiro (SANTANA, DE PAULA E ROSA, 2012). Outra utilidade desta
espécie € como aromatizante utilizando para este fim o p6 obtido por raspagem das
raizes (LEAO et al., 2005).

Na medicina popular todas as partes da B. gaudichaudii sdo utilizadas para
diferentes fins medicinais, seja como um tdnico digestivo, para sinusite, gases
intestinais, para o tratamento de hepatite, dermatite, desintoxicacdo do sangue,
gripes, bronquites, lesdes na coluna, para acao diurética e para manchas na pele.
Sem duvida a propriedade de maior destaque desta espécie € o0 seu ja comprovado

efeito no tratamento do vitiligo, uma alteracdo cutdnea adquirida, de etiologia
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desconhecida, caracterizada pela auséncia de pigmentacao da pele (hipomelanose)
circundada por area de pigmentacdo normal (JACOMASSI, 2007; ZANDONA, 2009;
SILVA et al., 2011). Entretanto o coOrtex da raiz, como ja preconizado pela sabedoria
popular, € a parte do vegetal que apresenta maior concentracdo de metabolitos de
importancia farmacoldgica e terapéutica (POZETTI, 2005; JACOMASSI, 2007;
SANTANA, DE PAULA E ROSA, 2012) (Figural).

Figura 1 - Brosimum gaudichaudii Trécul
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a) Arvore Brosimum gaudichaudii, b) fruto. Fonte: Arquivo pessoal

Além do uso popularmente difundido da mama cadela para o tratamento de
vitiligo, seus derivados psoralénicos sao encontrados no medicamento Viticromin®, o
qual é feito a partir de cascas da porcéo inferior do caule e das raizes de Brosimum
gaudichaudii. O processo de producéo inicia-se com a colheita das partes de interesse
do vegetal, posteriormente estas sdo dessecadas, descascadas, trituradas e
manipuladas em férmulas farmacéuticas para uso interno e externo (ANATEL et al.,
2005; LEAO, 2005, CUNHA et al., 2008; SILVA et al., 2011,).

De fato varios estudos demonstraram a presenca de psoraléno e bergapteno
(Figura 2) nas raizes de B. gaudichaudii, substancias estas produzidas pelo

metabolismo secundario de algumas plantas, amplamente utilizadas no tratamento de
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despigmentacao da pele algumas vezes em combina¢do com as vitaminas A, B1 e B6
(SANTANA, DE PAULA E ROSA, 2012).

Figura 2 - Estruturas da substancia psoraléno (A) e bergapteno (B)

OMe

% S / =
0O 0 0 0
(A) (B)

Fonte: Cunha et. al (2008)

Os dois principios ativos furocumarinos psoraléno e bergapteno importantes
para o tratamento do vitiligo podem ser obtidos através de sintese quimica, entretanto,
0 processo € bastante oneroso e como estas substancias podem ser facilmente
extraidas das raizes de B. gaudichaudii, esta espécie tem sido utilizada em escala
industrial (PALHARES, SILVEIRA, 2007, JACOMASSI, 2007).

Brosimum gaudichaudii foi bastante estudada em relacdo a sua composi¢ao
guimica e os efeitos medicinais dos seus metabdlitos secundarios, o que possibilitou
a comprovacao da sua atividade fotossensibilizante (POZETTI, 2005).

Além destas duas furocumarinas ainda foram isoladas das raizes de B.

gaudichaudii xantiletina, luvangetina e gaudichaudina (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas de furocumarinas isoladas das raizes de B. gaudichaudii
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Fonte: Cunha et. al (2008).

3 JUSTIFICATIVA

A selecdo de Brosimum gaudichaudii foi realizada em funcéo da espécie ser

amplamente utilizada para a producao de um medicamento denominado Viticromin®,

indicado para vitiligo, cuja comercializagéo € realizada ndo apenas no Brasil, mas em

toda a américa latina. Até o presente ndo ha estudo da diversidade desta espécie que

possa propor estratégia de conservacdo da mesma e com iSso evitar a erosao

genética causada pela fragmentacdo do bioma cerrado e coleta extrativista.

4 HIPOTESE

O marcador molecular SRAP ¢ eficiente para detectar a diversidade genética

de populag¢des naturais de Brosimum gaudichaudii.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

e Avaliar a diversidade genética em populacdes naturais de Brosimum
gaudichaudii por marcador molecular SRAP.

5.2 Objetivos especificos

e Coletar amostras das espécies nos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul e Goiés;

e Identificar combinagbes polimorficas para o estudo da variabilidade
genética;

e Estimar as frequéncias alélicas e parametros genéticos basicos;

e Avaliar a estrutura genética populacional;

e Determinar a divergéncia genética e padrées espaciais;

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Coleta

As coletas foram realizadas em popula¢des naturais dos Estados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Goias. A amostragem no campo foi realizada considerando-se o
tamanho, a densidade e a extensdo da area. As informacdes sobre a topografia,
caracteristicas do habitat, data de coleta, frequéncia dos individuos, caracteristicas
morfolégicas das plantas e outras consideracfes relevantes foram anotadas em
cadernetas de campo. Foram tomados dados de localizacdo geografica (altitude,
latitude e longitude) por meio do Sistema de Posicionamento Global (GPS) para
indicacdo exata da localidade.

Para os experimentos da andlise da diversidade genética, foram coletados

folhas de cada acesso, que foram acondicionadas separadamente em tubos de fundo
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conico, devidamente identificados contendo silica gel e posteriormente estocadas no
freezer a — 20°C até o momento da extracgao.

Os individuos férteis foram coletados para a confeccdo das exsicatas que
foram depositadas no Herbario de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeiréo
Preto (HMP — UNAERP, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil).

6.2 Anélise da variabilidade genética

6.2.1 Extragcdo do DNA

Foram selecionadas folhas para a extragcdo do DNA gendmico pelo método
CTAB (DOYLE; DOYLE 1987) com algumas modificacbes. O tampédo de extracao
(1000uL) foi adicionado sobre 100 mg de folha, macerados em nitrogénio liquido,
homogeneizado a 4°C e, em seguida, foi incubado em banho-maria a 65°C por 30 min.
Posteriormente, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente e, se adicionou a ela
200uL de clorofil (cloroférmio + alcool isoamilico 24:1). Apds agitacdo, o material foi
centrifugado a 12000 g/2min. A fase aquosa foi removida para outro tubo, a qual foram
adicionados 600uL de isopropanol, misturando-se bem. Apds centrifugacao a 12000
g/5min, foi adicionado ao sedimento 1 mL de tampé&o de lavagem (etanol 70% v/v e
acetato de aménio 10mM), que permaneceu a temperatura ambiente por 20 min. A
centrifugacédo foi repetida a 12000 g/5min, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento (DNA) foi lavado duas vezes em etanol 70%, seguido de centrifugacédo a
12000 g por 5 min. Apds uma hora de secagem, a temperatura ambiente, o “pellet” foi
ressuspendido em 50uL de agua deionizada. O DNA foi tratado com a enzima RNAse
para a retirada de RNA, que poderiam interferir nas analises posteriores. A quantidade
e qualidade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% com tampéao
de corrida TEB 1X e a quantidade avaliada através do espectrofotometro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific).
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6.2.2 Anélise SRAP

A analise SRAP foi realizada de acordo com o protocolo desenvolvido por Li
e Quiros (2001). Foram utilizados oito combinacdes de primers (Tabela 1) e as
reacoes de PCR foram efetuadas contendo 1 pL de 10X tampé&o de reagéo, 0,8 pL de
MgCl2 (25mM), 1 pL de mix de dNTP (2,5mM), 0,4 pL primer Forward (Me) (5uM) e
0,4 uL primer Reverse (Em) (5uM), 0,2 pL Taq DNA polimerase (5U/ pL Fermentas),
1 uL de DNA (5ng/uL) e agua deionizada para completar o volume de 10,0 pL. Esta
reacao foi submetida a cinco ciclos de amplificagdo a 94°C, 1 min, 35°C, 1 min, e
72°C, 1 min. Em seguida, a temperatura de hibridacdo foi aumentada para 50°C
durante outros 35 ciclos.

Os produtos SRAP foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida
6% com tampé&o TBE 1X. A eletroforese foi realizada com tenséo constante de 80V e
temperatura maxima de 50°C por trés horas e trinta minutos. O gel foi corado com
solucéo de nitrato de prata e revelado em carbonato de sodio seguindo o protocolo

descrito por Creste et al. (2001).

Tabela 1- Sequéncias das combinac¢des dos primers SRAP

Forward primers Sequencias Reverse primers  Sequencias
Mel 5-TGA GTC CAA ACC GGA TA-3 Em2 5-GCA TGC GTA CGA ATT TCG-3
Mel 5-TGA GTC CAA ACC GGA TA-3 Em6 5-GCA TGC GTA CGA ATT GCA-3’
Me2 5-TGA GTC CAA ACC GGA GC-3’ Em2 5-GCA TGC GTA CGA ATT TGC-3
Me2 5-TGA GTC CAA ACC GGA GC-3’ Eml 5-GCA TGC GTA CGA ATT AAT-3’
Me3 5-TGA GTC CAA ACC GGA AAT-3’ Em6 5-GCA TGC GTA CGA ATT GCA-3’
Me3 5-TGA GTC CAA ACC GGA AAT-3 Em5 5-GCA TGC GTA CGA ATT AAC-3’
Me4 5-TGA GTC CAA ACC GGA CC-3 Em4 5-GCA TGC GTA CGA ATT TGA-3’
Me5 5-TGA GTC CAA ACC GGA AG-3 Em2 5-GCA TGC GTA CGA ATT TCG-3

6.2.3 Anéalises Estatisticas

A partir da matriz binaria (auséncia ou presenca de bandas) foram calculadas

a distancia genética, de acordo com Nei (1978), que conjuntamente com a distancia
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geografica calculada com o software TrackMaker v.13.8 possibilitou que fosse
realizada a correlacdo entre distancia genética e geografica pelo teste de Mantel
(DINIZ-FILHO, 2000) utilizando os softwares Popgene32 e Genes v. 2009.7.0 com

1000 simulacdes, por meio da seguinte equacao:

- 1)22 (x: S]xx) (ij ; y)

i=1j=1

Onde:
X e 'Y =localizacéo geogréfica e distancia genética nas localizacdes i e |
N = numero de entrada de dados nas matrizes de distancia

Sxe Sy = Desvios padrao para as variaveis x e y.

O fluxo génico foi efetuado de acordo com o modelo proposto por Wright (1951)
que através do valor do FST. (indice de fixagdo) determina o nimero de migrantes

por geracao de acordo com a equacao abaixo:

N —1(1 1)
™ =1 \Fst

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

Nm = nimero de migrantes/geracéao.

Nei (1973, 1978) determinou que a probabilidade de identidade e néo
identidade génica de dois genes escolhidos ao acaso € dado por: Ji = I, pizjk e
H;_-1 — J;, respectivamente, sendo esta a identidade genética dentro da
subpopulacdo. A probabilidade de n&o identidade, H, portanto, € igual ao
complemento aritmético da identidade génica, o que é usualmente denominado de

Heterozigosidade.
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O indice de Shannon foi utilizado para medir o grau de certeza em se prever a
proximidade genética entre as populagdes:

S
H' = _zpi Inp;
i1

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

N = nGmero total de todos os individuos
S

-2,

i=1

Pi = abundéancia relativa de cada espécie, calculada pela propor¢cdo de
individuos: ni/N

O agrupamento baseou-se no modelo UPGMA e a consisténcia dos ramos foi
obtida com bootstrap de 1000 réplicas.

A estrutura genética das populacoes foi analisada através da Analise em
Coordenadas Principais (PCoA), pelo programa GenAIlEx v.6.5 (PEAKALL; SMOUSE,
2006), e o programa STRUCTURE v.2.2.4 (PRITCHARD et al. 2000) através de
agrupamento baseado no modelo Bayesiano e modelo de mistura (Admisture model)
usando burn-in 200.000 seguido de uma extenséo (run length) de 500.000, com cinco
interacOes independentes e valores de K variando de 1 a 10. Para determinar o

namero de grupos genéticos utilizou-se o critério proposto por Evanno et al. (2005).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Coleta

As coletas foram realizadas em um total de 150 individuos, em populac6es
naturais (Figura 4) nos municipios de Agua Comprida, S&o Francisco Sales e
Sacramento (MG), Pedregulho, (SP), Agua Clara e Inocéncio (MS), Jatai e Marilandia
(GO), com a autorizacdo de acesso de componente do patrimbnio genético
n.0108443/2014-0. As coordenadas geograficas das populacdes de B. gauduchaudii

apresentam-se na Tabela 2.

Figura 4 — Locais de coleta das populacfes de Brosimun gaudichaudii nos Estados
de Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e Goias
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Tabela 2. Municipios, cédigos e coordenadas geograficas dos acessos de B.

gaudichaudii.

Populacao/ Municipio Codigo N  Latitude Longitude  Altitude (m)
Séo Francisco Sales (MG) SF 20 19°51’46,5” 49°44°41,7" 458
Agua Comprida (MG) AG 20 19°53'44,8”7 48°06'45,8” 643
Jatai (GO) JT 20 17°52°51,4” 51°52°08,1” 841
Maurilandia (GO) MA 20 18°0042,0” 50°21°19,4” 506
Inocéncia (MS) IN 20  19°42'55,7” 51°40'47,2" 555
Agua Clara (MS) AC 20 20°26'06,1” 53°15'22,8” 502
Pedregulho (SP) PE 18  20°24°07,7” 47°2533,3” 975
Sacramento (MG) SA 12 20°04°13,3” 47°24°04,7” 605

N=numero de individuos coletados

7.2 Extracdo do DNA

O procedimento utilizado para extracdo do DNA mostrou-se eficiente para a

maioria dos individuos, como observado na Figura 5.

Figura 5 - Perfil de gel de agarose 1%, mostrando a integridade do DNA

17 18 19 20
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7.3 Anélise SRAP

As oito combinacdes de primers testadas para B. gaudichaudii amplificaram
bandas. As combinagbes Me2/Em1, Me3/Em6 e Mel/Em2 foram escolhidas por
apresentarem polimorfismos e nitidez nos fragmentos.

A andlise dos géis resultou em 235 locus (Tabela 3), sendo constatado na
segunda combinacédo de primes Me3/Em6, um numero maior de bandas polimérficas
(98%) e com a terceira combinacdo Mel/Em2, o menor numero de bandas

polimorficas (80%), com um total de 92% de polimorfismo nos individuos da espécie.

Tabela 3. NUmero e porcentagem de bandas polimoérficas e combinacdo de primers
SRAP na andlise molecular de popula¢des naturais de B. gaudichaudii.

Combinacgbes N Bandas Bandas Bandas Polimérficas
Polimorficas Monomorficas %

Me2 / Em1 80 77 3 96

Me3 / Em6 80 78 2 98

Mel / Em2 75 60 15 80

Total 235 215 20 92

As populacbes de Sao Francisco Sales, Jatai e Inocéncia apresentaram maior
variabilidade (84,26%), e maiores indices nos parametros genéticos avaliados (na, ne,
h e 1), enquanto a populacdo de Pedregulho apresentou um menor ndmero de
individuos polimérficos (71,91%) e consequentemente menores indices (Tabela 4).
Isso pode ser explicado pelo fato de os individuos de Pedregulho estarem localizados
em um ambiente mais influenciado pelo homem, onde havia um municipio, com isso
as plantas estavam em uma area mais susceptivel as interferéncias como,
desmatamento para plantio de plantas cultivadas.

A correlacdo apresentada entre o indice de Nei (h) e o indice de Shannon (l) foi
de r = 0,98, a correlacdo apresentada entre o indice de Nei (h) e a % de locus
polimorficos foi de r = 0,83 e a correlacao apresentada entre o indice de Shannon (I)
e a % de locos polimorficos foi de r = 0,88, confirmando a alta correlacéo entre todos

os indices utilizados (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros genéticos e estatistica descritiva basica das oito populacdes
de B. gaudichaudii por marcadores SRAP. n: niumero de individuos coletados; na:
namero de alelos observados; ne: numero de alelos efetivos; h: indice de Nei; I: indice

de Shanon; % locus polimorficos.

% locus

~ n n n H . P
Populagéo a € polimorficos

Sao Francisco

Sales 20 1,84 1,68 0,37 0,53 84,26
Agua Clara 20 1,75 1,54 0,31 0,44 74,89
Jatai 20 1,84 1,65 0,36 0,51 84,26
Maurilandia 20 1,78 1,53 0,30 0,44 78,30
Inocéncia 20 1,84 1,66 0,36 0,52 84,26
Agua Comprida 20 1,75 1,56 0,31 0,46 75,32
Pedregulho 18 1,72 1,59 0,32 0,45 71,91
Sacramento 12 1,76 1,59 0,33 0,47 76,17
Total 150 1,91 1,72 0,39 0,56 91,49

Um elevado polimorfismo também foi encontrado em diversos estudos
utilizando varios marcadores moleculares. Em Malpighia emarginata (SALLA et al.,
2002); Passiflora edulis f. flavicarpa (GANGA et al.,, 2004); Euterpe edulis Mart.
(CARDOSO et al., 2000) e Butia capitata (BUTTOW et al., 2010).

Através do Teste de Mantel as popula¢Bes amostradas tiveram suas distancias
genéticas e geograficas calculadas (Tabela 5) indicando a auséncia de correlacao,
sugerindo, portanto que as populacdes naturais de B. gaudichaudii estao estruturadas
em modelo de ilhas, definido por FUTUYMA (1997), como sendo um modelo de fluxo
génico que a migracdo ocorre ao acaso entre um grupo de pequenas populacoes.
Nessas populacdes ja pode ser constatado o inicio de fixacdo dos alelos. Resultados
similares foram encontrados em trabalhos realizados com Myrcia splendens
(BRANDAO, 2008) e Erythrina mulungu (BENINCASA, 2015), sendo necessario

nestes casos o estabelecimento de estratégias de conservacéo para essas espécies.
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Tabela 5. Distancia geogréafica e genética. Acima da diagonal estédo representadas as
distancias geograficas e abaixo da diagonal as distancias genéticas. SF: S&o
Francisco Sales; AG: Agua Clara; JT: Jatai; MA: Maurilandia; IN: Inocéncia; AC: Agua

Comprida; PE: Pedregulho; SA: Sacramento.

SF AG JT MA IN AC PE SA
SF * 178,5 90,2 2743 362, 7 1342 251,4 2702
AG 01030 * 141,3 2479 2924 1171 734 99,2
JT 0,0891 0,0735 * 186,4 2744 1651 212,6 2404
MA 0,0854 01322 0,0833 * 1051 3319 2864 320,2
IN  0,0999 0,0960 0,0640 0,0998 * 3281 213,1 3381
ACc 0,1516 0,1017 0,1005 0,1837 0,0818 * 165,2 170,3
PE 0,1163 0,1199 0,1013 0,1688 0,0974 0,9668 * 10,1
SA 01236 0,1336 0,0810 0,1433 0,0930 0,1154 0,1064 *

Em B.gaudichaudii foi constatada maior variabilidade genética dentro (85%) do
que entre (15%) as populacgfes (Tabela 6), 0 que mostra que a conservagao sera mais

eficiente, se feita ao coletar um maior nimero de individuo dentro das populacdes.

Tabela 6. Resumo da AMOVA (Anélise Molecular de Variancia): porcentagem da
variacao total observada entre e dentro de populacées de Brosimum gaudichaudii.

GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrados médios.

Componente
Fonte GL SQ QM de variancia %
Entre Pops 7 992,054 141,722 5,817 15
Dentro Pops 142 4679,572 32,955 32,955 85
Total 149 5671,627 38,772 100

A variabilidade encontrada dentro das populacdes avaliadas nesse trabalho
esta de acordo com a afirmacéao de Loveless e Hamrick (1984), de que a existéncia
de maior variabilidade dentro das populacdes do que entre elas € tipico de espécies
gue apresentam mecanismos eficientes de dispersao de poélen e sementes. Portanto

as habilidades dos individuos em trocar genes, associadas ao fluxo génico entre
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populacdes, reduzem as diferencas entre populacdes por deriva genética e selec¢éo,
reduzindo a diversidade genética entre as populacbes (KAGEYAMA et al., 2003).
Exemplos de resultados similares foram obtidos com: Vellozia epidendroides, Eugenia
dysenterica, Caryocar brasiliense, Gochnatia pulchra, Bulbophyllum ipanemense,
Dimorphandra mollis, Tibouchina papyrus, Dipteryx alata e Solanum lycocarpum
(CAVALCANTI, 2010).

Os valores estatisticos obtidos a partir de probabilidades de identidade por
descendéncia tais como Fs, sdo estimados e comparados as expectativas sob a
estrutura de populacdes. Ele demonstra que a relacdo entre Fst € 0 niumero de
migrantes por geracao (Nm) é frequentemente empregado para quantificar o fluxo
génico. Esta relacdo tem sido demonstrada aproximar-se da relacdo entre Fste 0
namero de migrantes em modelo de ilhas em um espaco bidimensional, e € utilizado
na obtencdo de estimativas indiretas do niumero de migrantes, a partir de dados
genéticos (ROUSSET, 1997).

Esse € um modelo convencional de genética de populacdes de troca de genes
entre populacdes. Assume equilibrio entre migracao e deriva genética entre todas as
populacées. Ha igual troca de genes entre populacfes, e parte da premissa de que
todas as populagcbes sao iguais fontes de migrantes e produz estimativas que nao
refletem a variagdo da troca de genes entre populagdes ou mudangas atuais no
processo dispersivo (ZUCCHI, 2002).

As populagbes amostradas de Brosimum gaudichaudii apresentaram fluxo
génico acima de um migrante por geracao (Nm = 2,74), esse valor ainda é considerado
baixo para uma populagéo natural. Smouse et al. (2001) afirmam que quanto maior a
estruturacdo das populacdes, menor serd a dispersao de pdlen e consequentemente,
menor o fluxo génico. O fluxo génico, dessa forma, atua como um fator evolutivo
responsavel pela homogeneizacao das populacgées, restringindo os efeitos da deriva
genética e selecdo (SEOANE et al., 2000).

Oliveira (2015) encontrou fluxo génico de 1,18 em Croton antisyphiliticus,
sugerindo a dificuldade de dispersédo da espécie. Em estudo com Erythrina mulungu,
Benincasa (2015) verificou fluxo génico de 1,66, também considerado baixo.

Em contrapartida, em relacdo ao indice de Fixacdo de alelos, o valor
encontrado para B. gaudichaudii (Fst = 0,15) € considerado moderado, proximo ao
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limite proposto por WRIGHT (1978) que é de 0,25, e mostra que h4 uma grande
estruturacdo populacional. Quanto maior o valor de Fst menor € a capacidade de
dispersdo da espécie, ou seja, ha dificuldade de troca de alelos entre elas, o que
aumenta a probabilidade de estas popula¢cfes tornarem-se endogamicas

Os valores de fluxo génico e indice de fixacao de alelos encontrados na espécie
refletem a situacao nos locais coletados, que sofreram fortemente a acdo do homem,
resultando assim em populagdes estruturadas em modelo de ilha como foi constatado
no Teste de Mantel o que esta condizente com outros trabalhos encontrados na
literatura para as espécies caracteristicas do Cerrado: Eugenia uniflora L. (FRAZON
et al., 2010) e Stryphnodendron adstringens (GLASENAPP et al., 2013).

A analise de Coordenadas Principais (Figura 6) revelou a tendéncia das
populacdes de Maurilandia (MA) e Sao Francisco Sales (SF) serem as mais distantes
geneticamente das demais populacdes analisadas, tendendo a formacéo de dois
grupos génicos entre as populacdes. O grupo 1 foi formado pelas populacdes de MA:
Maurilandia e SF: Sao Francisco Sales; e o grupo 2 formado pelas populacdes de AG:
Agua Clara; JT: Jatai; IN: Inocéncia; AC: Agua Comprida; PE: Pedregulho; SA:
Sacramento, o que foi corroborado pelo dendograma (Figura 7).
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Figura 6. Grafico de dispersdo em coordenadas principais (PCoA) obtido a partir da

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

individuos de oito populag6es naturais de Brosimum gaudichaudii . SF: S&o Francisco
Sales; AG: Agua Clara; JT: Jatai; MA: Maurilandia; IN: Inocéncia; AC: Agua Comprida;

PE: Pedregulho; SA: Sacramento.
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Figura 7. Dendograma de similaridade genética entre as populacdes naturais de
Brosimum gaudichaudii obtido pela analise de agrupamento UPGMA, com base nos
dados da analise molecular pela técnica SRAP. SF: S&o Francisco Sales; AG: Agua
Clara; JT: Jatai; MA: Maurilandia; IN: Inocéncia; AC: Agua Comprida; PE: Pedregulho;
SA: Sacramento.
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A partir dos resultados gerados pelo programa Structure, utilizando uma
abordagem bayesiana, as oito populacdes naturais de B. gaudichaudii estéo
estruturados em dois grupos génicos, sendo o melhor K = 2, de acordo com a Figura
8, segundo Evanno (2005). Outros trabalhos encontrados na literatura para o melhor
valor de K=2: Phaseolus vulgaris (FARIA et. al., 2012) e Erythrina mulungu
(BENINCASA, 2015).

Figura 8. Magnitude de Ak em func&o do K.

AK 1,5
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E possivel identificar os grupos génicos, na Figura 9, representados em verde
e vermelho. Cada uma das cores indica um grupo baseado em semelhancas
genotipicas. Portanto este resultado confirma que as populacdes naturais de Sao
Francisco Sales e Maurilandia, sdo divergentes das demais populacfes. Do ponto de
vista genético, a fragmentacédo pode alterar o fluxo génico entre as populacdes, de
maneira que elas se tornem mais susceptiveis aos processos de endogamia e deriva
genética, o que significa ocorrer um afastamento das frequéncias de seus alelos

comparados aos da populacao original (KAGEYAMA et al., 1998).

Figura 9. Agrupamentos de grupos génicos das populacbes da espécie B.
gaudichaudii. SF: Sdo Francisco Sales; Ag: Agua Clara; JT: Jatai; MA: Maurilandia;
IN: Inocéncia; AC: Agua Comprida; PE: Pedregulho; SA: Sacramento
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O gréfico apresentado na Figura 10 foi gerado com dados através do
programa STRUCTURE demonstrando a propor¢gdo dos grupos génicos para cada
populacdo. Para cada populag&o a propor¢do de um grupo é variavel, e destacam-se
as populagdes de SF e MA com as maiores proporgdes do grupo génico de coloracao
verde (0,412% e 0,782%). Com isso, podemos inferir que sdo duas populacdes
naturais de B. gaudichaudii com caracteristicas bem semelhantes entre si, apesar da

distancia geografica que as separam.
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Figura 10. Proporcéo dos grupos génicos de cada populagéo.
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Segundo Melo (2012), as analises de agrupamento sdo baseadas na
similaridade ou dissimilaridade (distancia) entre grupos, sendo que a similaridade
entre estes consiste dependéncia entre eles. O conhecimento e o entendimento do
padrdo de distribuicdo dos gendtipos no espaco geografico sdo extremamente
importantes para a conservag¢ao dos recursos naturais, pois auxiliam a definicdo de
estratégias de conservacao para espécies ameacadas.

Para a espécie B. gaudichaudii o marcador molecular SRAP apresentou
simplicidade, reprodutibilidade e forneceu informagdes de grande importancia para
analisar a relagédo genética entre as populagdes. Isso pode ser observado em varias
espécies utilizando o mesmo marcador molecular, como Prunus pérsica (AHMAD et
al., 2004), Diospyros L. (JING et al., 2013), Phaseolus vulgaris (CEYLAN et al., 2014),
Salvia miltiorrhiza (PENG et al., 2014), Pleurotus pulmonarius, (YIN et al., 2014),
Zanthoxylum (FENG et al., 2015).

8. CONCLUSAO
O marcador molecular SRAP foi eficiente para caracterizar a variabilidade
genética em popula¢@es naturais de Brosimum gaudichaudii, identificando dois grupos

distintos, podemos concluir que a variabilidade genética € maior dentro das
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populacdes do que entre elas, apresentando estruturadas em modelo de ilhas com
um indice de fixacao de alelos moderado.

As estimativas estatisticas ressaltam a relevancia deste trabalho e indicam a
necessidade de se iniciar programas para a conservacao da espécie, sugerindo a
coleta de um maior nimero de individuos dentro das populacdes que obtivemos a
maior diversidade genética.
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