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VARIABILIDADE GENETICA E QUIMICA ENTRE E DENTRO DE
POPULACOES DE Casearia sylvestris Sw. (SALICACEAE) NO
ESTADO DE SAO PAULO

Autor: MARCELO MATTOS CAVALLARI
Orientador: Prof. Dr. MARCOS APARECIDO GIMENES
Co-orientador: Prof. Dr. ALBERTO JOSE CAVALHEIRO

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo produzir ferramentas e
informacdes uteis para a conservacdo e exploracdo racional de Casearia sylvestris
Sw. (Salicaceae), uma espécie que produz diterpenos clerodanicos de grande
importancia farmacoldgica (casearinas), e que € explorada por extrativismo. Tal
objetivo foi alcancado através do desenvolvimento de marcadores microssatélites
especificos para C. sylvestris e de um estudo da diversidade genética e quimica
existente entre e dentro de populagdes do Estado de Sdo Paulo. Tradicionalmente sdo
reconhecidas duas variedades em C. sylvestris (var. sylvestris e var. lingua), o que é
motivo de debate devido a existéncia de formas intermedidrias. Este trabalho
objetivou, adicionalmente, contribuir com argumentos genéticos para esta discussao.
Foi construida uma biblioteca enriquecida em microssatélites, a partir da qual
obtiveram-se e validaram-se dez pares de iniciadores (primers) microssatélites
especificos para C. sylvestris. Estes pares de iniciadores foram utilizados para o
estudo da estrutura genética de populagdes de C. sylvestris através da amostragem de

376 individuos em nove populacdes distribuidas em quatro ecossistemas (Floresta

Ombréfila Densa, Floresta Estacional Semidecidual, Cerrado e ecétonos). As duas



variedades foram amostradas de acordo com sua distribui¢ao nestes ecossistemas. A
genotipagem dos individuos para os locos amostrados foi realizada através de
eletroforese em gel de acrilamida lido a 700 e 800 nm por um seqiienciador IR*-DNA
Analyser (LI-COR). Os dados foram analisados através de abordagens frequentistas,
bayesianas e baseadas na teoria de coalescéncia, utilizando-se diversos programas
computacionais. Para o estudo da diversidade quimica, as mesmas populagdes foram
amostradas, selecionando-se 12 individuos por populagao, totalizando 108 individuos.
Adicionalmente, foram feitas estacas destes individuos para o cultivo em casa de
vegetacdo e posterior coleta para andlises quimicas. O objetivo foi comparar
qualitativamente e quantitativamente as casearinas produzidas por individuos de
diversas localidades e por seus clones cultivados sob condi¢des homogéneas. Por ser
uma espécie nao-cultivada, o enraizamento de estacas mostrou-se problemaético, e
uma metodologia foi desenvolvida para tal. Apenas 46 estacas sobreviveram apoés
mais de um ano de cultivo em casa de vegetacdo. As casearinas destas 154 (108 +
46) amostras foram extraidas e analisadas em duplicata por CLAE-DAD. Os
resultados da andlise genética sugerem duplicagdes génicas na espécie, detectadas
através da observacdo de mais de dois alelos para um mesmo loco em 8% dos
individuos da var. sylvestris e em 70% dos individuos da var. lingua. Estudos
adicionais sdo necessdrios para confirmar a hipdtese de duplicagdes génicas

Observou-se que as populagdes que abrigam as duas variedades possuem maior
diversidade genética. O fluxo génico detectado entre os ecossistemas foi baixo. A
andlise de variancia molecular indicou que 76% da diversidade genética amostrada
encontra-se dentro de cada populacdo, e revelou que as diferencas genéticas entre as
variedades sao maiores do que as diferencas entre os ecossistemas ou populagdes. O
agrupamento realizado pela abordagem bayesiana coincidiu com a classificacdo
morfolégica dos individuos com relacdo a variedade, evidenciando importantes
diferencas genéticas entre estes tixons. De modo geral, os resultados indicam que as
duas variedades sdo, atualmente, unidades evolutivas distintas, que trocam
informacdo genética nos ecotonos € em outras poucas localidades onde se encontram
e hibridizam. S3o propostos mecanismos de manutencdo dos dois tdxons face a
hibridacdo. As andlises quimicas revelaram uma grande diversidade de casearinas

produzidas por um mesmo individuo. Cada populacdo apresenta um padrao tipico de



casearinas, ¢ ha grandes diferengcas entre os padroes de cada populacdo. As
variedades também se mostraram quimicamente diferenciadas. Os resultados
revelaram que um ano de cultivo em casa de vegetacdo nao foi suficiente para
homogeneizar a producdo de casearinas por parte de individuos provenientes de
diferentes localidades. Tal resultado sugere que o gendtipo € bastante determinante

na producdo de casearinas, ainda que estudos adicionais sejam necessarios.

Palavras-chave: Casearia sylvestris, casearinas, microssatélites, estrutura genética

de populagdes, diversidade quimica



GENETIC AND CHEMICAL DIVERSITY IN Casearia sylvestris Sw.
(SALICACEAE) POPULATIONS FROM SAO PAULO STATE, BRAZIL

Author: MARCELO MATTOS CAVALLARI
Adviser: Prof. Dr. MARCOS APARECIDO GIMENES
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ABSTRACT

This work aimed obtaining tools and information for the conservation
and rational exploitation of Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae), a tree species which
produces casearins, pharmacologically important clerodane diterpenes. This goal was
achieved through the development of a set of polymorphic microsatellite markers,
and through the study of chemical and genetic diversity in populations of C.
sylvestris from Sao Paulo State. Also, we aimed contributing for the debate on the
existence of two varieties within this species (var. sylvestris e var. lingua). A
genomic library was constructed and 10 primer pairs were obtained. Those primers
were utilized for a population genetic structure analysis, in which 376 individuals
from nine populations distributed on four different ecosystems (Evergreen Atlantic
Forest, Semideciduous Atlantic Forest, Cerrado and ecotones) were sampled. The
two varieties were sampled according to its distribution among these populations.
Genotyping was performed at 700 and 800 nm by electrophoresis on an IR2-DNA
Analyser (LI-COR). The data were analyzed through frequentist, Bayesian and
coalescence-based approaches, through the use of several softwares. Chemical

diversity was studied by sampling in the same populations (12 individuals per



population, i.e. 108 individuals). Also, cuttings of these individuals were prepared,
aiming to verify its’ chemical compounds after a year of green-house cultivation.
Cuttings’ rooting was problematic and a methodology was developed. Only 46
cuttings survived. Casearins from these 154 individuals (108 + 46) were extracted
and analyzed by HPLC. Genetic analysis results suggests a partial genome
duplication, as more than two alleles for the same locus were observed in 8% of var.
sylvestris individuals and in 70% of var. lingua individuals. Additional studies are
necessary to verify the hypothesis of partial genome duplication. It was observed that
the populations harbouring the two varieties present higher levels of genetic diversity.
Gene flow among ecosystems showed to be reduced. Analysis of molecular variance
showed that 76% of the total genetic diversity sampled is attributable to differences
among individuals within populations, and that varieties’ genetic divergence is
higher than that observed among ecosystems or populations. Bayesian clustering
successfully assigned individuals to varieties, evidencing important genetic
differences between these taxa. Results suggest that the two varieties are relatively
independent units, which met only in the ecotones, where hybridization takes place.
The maintenance of two distinct faxa face to gene flow and hybridization is
discussed. Chemical analyses revealed great casearins’ diversity, even within a single
individual. Each population presents a pattern of casearins diversity, which is
different from the others populations’ pattern. Varieties also showed to be
differentiated. Results revealed that a year of green-house cultivation was not enough
to homogenize the casearins’ production from individuals originated from different
localities. This result suggests a great importance of the genotype for casearins

production.

Keywords: Casearia sylvestris, casearins, microsatellites, population genetic

structure, chemical diversity



INTRODUCAO

1. Estrutura genética de populacoes e implicacbes para a conservacio e

exploracao de espécies

Populagdes de plantas sdo compostas por gendtipos distribuidos de forma
estruturada no espaco e no tempo (Loveless & Hamrick, 1984). Esta estruturacdo
pode se manifestar entre diferentes populagcdes ou entre grupos dentro de populagdes.
A particdo da variabilidade genética entre e dentro de populacdes de uma
determinada espécie € resultado de processos dinamicos de fluxo génico, sele¢ao,
endogamia, deriva genética e mutagcdo (Hartl & Clark, 1997), ou em outras palavras,
€ o resultado das interacdes entre uma série de mecanismos evolutivos e ecolégicos
(Martins, 1987).

Tradicionalmente, a estrutura genética de populacdes € estudada através
da abordagem frequentista de Wright (1921, 1931, 1951) ou seus derivados.
Populacdes sdo determinadas (subjetivamente) a priori, € a freqii€ncia dos alelos e
gendtipos em cada uma destas populacdes € analisada (Mank & Avise, 2004).
Normalmente, € feito um levantamento da diversidade genética em vdrias populacdes
através da quantificacdo da variabilidade genética existente em um conjunto
particular de marcadores moleculares, e da verificacio de como esta variabilidade
estd distribuida entre as populagdes. Com base nestes dados, € possivel fazer
inferéncias quanto o tamanho efetivo das populagdes, padrdes de cruzamentos e
dispersdo, fluxo génico e histérico biogeografico da espécie (Schnabel et al., 1998).

Atualmente sabe-se que os modelos de estrutura de populagdes, migragao,
demografia e evolucdo idealizados por Wright ndo correspondem a realidade de

populagdes naturais (Whitlock and McCauley 1999) ou de biomas brasileiros

(Coelho, 2002). Os pressupostos de inexisténcia de reproducdo assexuada, de nao



sobreposicdo de geragdes, de constincia de taxa de fecundacdo cruzada e de
populacdes de tamanho “infinito” dificilmente podem ser verificados para a maioria
das espécies perenes nativas do Cerrado, por exemplo (Coelho, 2002). Além disso, a
propria delimitacdo a priori das populagdes provoca um viés nos resultados (Baloux
& Lugon-Moulin, 2002; Mank & Avise, 2004). No entanto, apesar de suas limitacdes,
o Fgr de Wright (1951) ainda é o parametro padrdo utilizado para descrever a
diferenciagdo entre populacdes e estimar migragdo (Pearse & Crandall, 2004).
Ferramentas estatisticas mais modernas vém permitindo a aplicacdo de
novas abordagens, que exigem menos pressupostos e sdo mais flexiveis quanto as
hipdteses a serem testadas. A abordagem bayesiana, implementada, por exemplo, nos
programas computacionais STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) e PARTITION
(Dawson & Belkhir, 2001), vém ganhando espaco nas andlises populacionais
(Shoemaker et al., 1999; Coelho, 2002). No modelo de Pritchard (2000), por
exemplo, sdo assumidas K populacdes (sendo que o valor de K € desconhecido), cada
uma delas caracterizada por um conjunto de freqii€ncias alélicas em cada loco. O
método busca determinar a populacdo a qual pertence cada individuo, e,
simultaneamente, estima as freqiiéncias alélicas de cada populacdo. Em outras
palavras, o programa procura, a partir do conjunto de dados, criar K populagdes que
estejam o mais proximo possivel do Equilibrio de Hardy-Weinberg, sem nenhuma
informacao a priori a respeito dos locais de coleta (Pritchard et al., 2000). Isto € qtil,
por exemplo, para determinar estruturas populacionais cripticas, onde o examinador
nao tem nenhuma pista a respeito dos limites reais dos grupos mais panmiticos. Para
tal, o modelo utiliza a abordagem bayesiana, estabelecendo “priors” para cada
populacdo (desconhecida) e para as freqiiéncias alélicas. Maiores detalhes sobre a
inferéncia bayesiana sao encontrados em Shoemaker et al., 1999 e Coelho, 2002.
Adicionalmente, analises baseadas na teoria da coalescéncia, introduzida
por Kingman (1982), vém também ganhando espacgo, apesar da grande demanda de
tempo de andlise computacional. A teoria da coalescéncia enfoca os alelos
amostrados e calcula a probabilidade de que dois alelos amostrados tenham um
ancestral comum no tempo ¢ no passado (Schnabel et al., 1998). Alguns programas
(e.g. MIGRATE - Beerli and Felsenstein, 1999, 2001; FLUCTUATE - Kuhner et al.,
1995; GENETREE - Bahlo & Griffiths, 2000) constroem e verificam todas as



genealogias possiveis entre os individuos, e a probabilidade cada genealogia ser
verdadeira € calculada com base nos parametros estimados e no conjunto de dados.
Virios parametros sao estimados simultaneamente, procurando-se o melhor conjunto
de parametros para descrever os dados (Pearse & Crandall, 2004). Através desta
abordagem, € possivel estimar, com o programa MIGRATE, por exemplo, o nimero
de subpopulacdes geneticamente identificdveis na amostra e verificar o fluxo génico
de maneira assimétrica entre duas ou mais populacdes (i.e., ndo apenas a taxa de
migracdo entre A e B, mas as taxas de migracdo de A para B e de B para A) (Pearse
& Crandall, 2004). Outro programa computacional com estimadores baseados em
coalescéncia € o programa BOTTLENECK (Piry et al., 1999), que detecta reducdes
recentes no tamanho efetivo da populagdo, verificando se a heterozigosidade
observada € maior do que aquela esperada em situagdes de equilibrio entre mutagao e
deriva, assumindo um determinado modelo de mutacao.

Revisoes a respeito das diferentes abordagens para o estudo da estrutura
genética de populagdes, bem como os a respeito dos principais programas
computacionais disponiveis, podem ser observadas nos artigos de Schnabel et al.
(1998) e Pearse & Crandall (2004), entre outros.

Estudos a respeito da estrutura genética de populagdes e distribuicdo da
variabilidade genética de uma espécie possuem grande importincia para a sua
conservagao e exploragdo racional, além de contribuirem para a compreensao dos
mecanismos evolutivos de maneira geral. O conhecimento do modo como a variagdao
genética de uma espécie estd distribuida entre e dentro de suas populacgdes € essencial
para a sua conservacdo (Reis, 1999, Frankham et al., 2005). Estudos genético-
ecoldgicos, tanto em florestas ndo perturbadas como em matas secunddrias, vém
demonstrando o efeito das acdes antrépicas em suas populagdes, auxiliando na
definicdo dos parametros genéticos mais adequados para orientar € monitorar as
acoes nesses ecossistemas (Kageyama et al., 1998). Os dados gerados por pesquisas
em genética de populacoes podem ser utilizados para definir unidades de
conservagdo e prioridades para o manejo de recursos genéticos (Coates & Atkins,
2001; Fleishman et al., 2001, Oliveira et al., 2006), indicando 4reas e populacdes de

maior ou menor importancia para a preservacao dos tdxons em questdo e permitindo



o desenvolvimento de estratégias efetivas de conservacdo (Holsinger & Gottlieb,
1991, Frankham et al., 2005).

A conservacdo de espécies depende da manutengao de sua diversidade
genética no habitat natural (in-sifu) e de reservas genéticas ex-situ, ou bancos de
germoplasma. Em ambos os casos, estas reservas genéticas devem ser otimizadas no
sentido de abrigarem, idealmente, toda a diversidade genética da espécie (Martins,
1988, Frankham et al., 2005). No entanto, na grande maioria dos casos, 0s recursos
financeiros e o tempo sdo limitados, sendo praticamente impossivel preservar toda a
variabilidade genética de uma espécie. Desta forma, o estudo da estrutura genética de
populacgdes pode fornecer informagdes essenciais para o planejamento e execugdo de
programas de conservagdo. De acordo com os padroes de distribuicio da
variabilidade genética observados, podem-se definir populacdes ou regides
prioritdrias para conservagao in-situ. Da mesma forma, para a conservagdo ex-situ, o
conhecimento da estrutura genética de populagcdes permite a definicdo de estratégias
de amostragem mais eficientes para a captacdo da diversidade genética (Frankham et
al., 2005, Oliveira et al., 2006).

Por “conservacdo”, neste contexto, deve-se entender “manutencdo da
variabilidade genética”, tenha esta objetivos puramente conservacionistas
(preservacdo da espécie), ou objetivos agrondmicos / econdmicos (conservacgio de
recursos genéticos). Atualmente, existe uma preocupacdo em se preservar a
variabilidade genética de variedades selvagens de espécies cultivadas ou de espécies
selvagens proximamente relacionadas a espécies exploradas economicamente
(e.g .Arachis, Valls & Pizarro, 1994). Tal preocupacdo reside no fato de que esta
variabilidade genética contém genes de interesse agrondOmico, tais como aqueles
relacionados a resisténcia a patégenos e pragas € a estresses hidricos, salinos, ao frio,
etc, sendo importante para o desenvolvimento da agricultura (Vilela-Morales &
Valois, 2000).

Além da conservacdo de recursos genéticos de espécies de interesse
agrondmico ou econdmico, existe ainda a preocupagdo com a conservacao de
espécies de interesse medicinal (Farnsworth & Soejarto, 1991). Neste contexto,
biomas inteiros sdo vistos como detentores de um enorme potencial ainda nao

totalmente reconhecido (Vieira, 1994). O Cerrado, por exemplo, apresenta grande



potencial em recursos genéticos farmacéuticos (Vieira e Martins, 2000; Guarim Neto
& Morais, 2003).

A execugdo de estudos genéticos populacionais para todas as espécies
que compdem um ecossistema € invidvel. Uma abordagem interessante seria o estudo
de espécies que sirvam como modelo e que, portanto, possam ser utilizadas como
referéncia para a conservacido genética in situ das demais espécies com as quais
compartilha das mesmas caracteristicas num mesmo ecossistema (Kageyama et al.,
1998; Martins, 2005). Estas espécies representam grupos de espécies com
caracteristicas ecoldgicas comuns e que tém padrdoes genéticos e ecoldgicos

extrapoléveis, até certo ponto, para todo o grupo (Kageyama et al., 2001).

2. Marcadores microssatélites: ferramentas para o estudo da estrutura genética

de populacoes

Existem muitas maneiras de se estudar a estrutura genética de populacdes
e verificar o grau de variabilidade existente em uma determinada espécie (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). As técnicas em biologia molecular permitem hoje a observacao
de polimorfismo diretamente na seqii€ncia génica de organismos. Os marcadores
moleculares abriram novas perspectivas para pesquisas em biologia populacional, e
tém sido largamente utilizados no monitoramento da variabilidade genética (Zucchi,
2002).

Dentre os diversos marcadores moleculares disponiveis atualmente, os
marcadores microssatélites destacam-se por serem altamente informativos. Sua
heranca co-dominante e alto nivel de polimorfismo fazem destes marcadores uma
ferramenta 1til para diferentes aplicagdes (Stachel et al., 2000). Diversos estudos
investigaram a estrutura genética de populacdes de plantas baseados em
microssatélites (e.g. Collevatti et al.,2001; Saltonstall, 2003; Zucchi et al., 2003;
Lexer et al., 2005; Valbuena-Carabaiia et al., 2005; Lemes et al., 2007; Dias et al.,
2008), visando responder a questdes especificas em biologia evolutiva e conservacao
(Baloux & Lugon-Moulin, 2002). As variagdes em locos de microssatélites tém sido
usadas para o estudo da histéria e estrutura genética de populagdes, verificacdo de

fluxo génico, deriva genética, estudos de paternidade, reconstrucao de filogenias,



inferéncia de taxas de migracdo, construcao de mapas genéticos e identificacdo de
variedades ou individuos (Xu & Fu, 2004, Oliveira et al., 2006).

Microssatélites sdo também conhecidos por SSR (simple sequence
repeats) ou STR (short tandem repeats), e sdo regidoes normalmente ndo codantes de
DNA repetitivo, compostas por curtos motivos de 1 a 6 nucleotideos repetidos em
tandem (Oliveira et al., 2006). As regides que contém as seqiiéncias simples
repetidas sdo amplificadas utilizando-se um par de primers especificos que
flanqueiam o microssatélite. Cada segmento amplificado de tamanho diferente
representa um alelo diferente do mesmo loco, e, por este motivo, os marcadores
microssatélites sdo multialélicos. Além disso, ambos os alelos de um individuo
heterozigético podem ser visualizados no gel de eletroforese. Desta forma, os
microssatélites constituem a classe mais polimérfica, e portanto mais informativa, de
marcadores moleculares (Ferreira e Grattapaglia, 1998). A utilizacio de
microssatélites permite estimar o numero de alelos por loco, a heterozigosidade
observada e a heterozigosidade esperada, isto €, os parametros genéticos mais
utilizados para quantificar a variabilidade genética em populagdes de plantas
(Zucchi, 2002).

Microssatélites estdo presentes em genomas eucariotos € procariotos.
Porém, a freqii€ncia de microssatélites e os tipos de repeti¢do variam entre taxons
(Oliveira et al., 2006). Apesar de serem normalmente considerados como
evolutivamente neutros, a significancia funcional de alguns SSR tem sido
demonstrada, especialmente para os microssatélites compostos por trés nucleotideos
(Li et al.,, 2002). Microssatélites podem estar envolvidos na organizacdo da
cromatina, regulacio de processos metabdlicos do DNA e regulacdo da expressao de
alguns genes (Li et al., 2002), ou com algumas doencas humanas (Jarne & Lagoda,
1996; Oliveira et al., 2006).

Sabe-se que a taxa de mutagdo em microssatélites € muito maior do que
no restante do genoma (Oliveira et al., 2006). A maioria das mutagdes envolve a
adicdo ou subtragdo de uma unica repeti¢ao (Baloux & Lugon-Moulin, 2002). Varios
fatores afetam a taxa de mutacdo em locos microssatélites, como a repeticio do
motivo, o tamanho do microssatélite, a porcentagem de GC na regido flanqueadora,

etc (Li et al., 2002)



A explicagdo mais aceita para a mutacdo dos locos microssatélites € a de
“slippage” da DNA polimerase (Jarne & Lagoda, 1996; Li et al., 2002), ou seja, erros
durante a replicacdo do DNA: uma das fitas se dissocia temporariamente da outra, re-
associando-se em posicao diferente, levando a uma adi¢do no nimero de repeti¢des
se o erro ocorreu na fita complementar, ou a uma diminuicio (delecdo) se o erro
ocorreu na fita molde (Oliveira et al., 2006). Devido a alta taxa de mutagao em locos
microssatélites, e devido ao fato do nimero de repeti¢des possiveis nestes locos ter
um limite (Baloux & Lugon-Moulin, 2002), alelos de locos microssatélites com o
mesmo numero de repeticdes ndo necessariamente possuem um ancestral comum,
isto é, podem ser idénticos por simples acaso (homoplasia) (Estoup et al., 2002). A
homoplasia de microssatélites pode causar distor¢des nas estimativas a respeito da
conectividade entre populacdes e espécies (fluxo génico, filogenias) (Estoup et al.,
2002).

Uma das maiores limitagdes do uso de microssatélites é o fato de serem
marcadores espécie-especificos (Squirrel, 2003), isto é, para cada espécie a ser
estudada, é preciso procurar por locos microssatélites, verificar as seqiiéncias (20 a
30 pares de bases) que o flanqueiam e, a partir destas seqiiéncias, desenhar e
sintetizar os pares de iniciadores que serdo utilizados para amplificar os locos
microssatélites. Em alguns casos, porém, ¢é possivel utilizar os iniciadores
desenvolvidos para uma espécie para amplificar locos microssatélites de espécies

proximas (Barbard et al., 2007).

3. Casearia sylvestris Swartz

3.1. Posicionamento filogenético do género Casearia e suas implicacoes

O género Casearia Jacq. € pan-tropical e conta com cerca de 180
espécies. A América tropical e subtropical abriga a maior diversidade do género,
com cerca de 75 espécies (Torres e Yamamoto, 1986). No Brasil, o género Casearia
€ representado por aproximadamente 70 espécies (Maistro et al., 2004). De acordo
com Torres & Ramos, 2007, ocorrem 11 espécies de Casearia no Estado de Sao

Paulo.



O género Casearia é tradicionalmente considerado como pertencente a
familia Flacourtiaceae (Cronquist, 1981). Esta familia compreende aproximadamente
86 géneros e cerca de 1300 espécies encontradas especialmente nas regides tropicais
da América do Sul, e caracteriza-se por plantas lenhosas com folhas inteiras, de
disposi¢do alterna, com estipulas caducas, flores pequenas, esverdeadas, em
inflorescéncias axilares, hermafroditas ou de sexos separados (Joly, 1998).

Mais recentemente, com o advento da biologia molecular, novas
abordagens para a sistemdtica de plantas foram sugeridas, uma vez que tornou-se
possivel estabelecer relagdes filogenéticas entre tixons baseadas em seqii€ncias de
DNA, e nd3o apenas na semelhanca morfoldgica (que pode ser resultado de
convergéncia adaptativa). Assim surgiu o Angiosperm Phylogeny Group (APG),
trazendo para a botdnica sistemdtica um principio de classificacdo que procura
refletir a histéria evolutiva dos taxons, sendo baseado em cladistica e aceitando
apenas grupos monofiléticos como “verdadeiros” (Souza & Lorenzi, 2005).

A mais recente versdo do APG (APG II, 2003) corrobora a taxonomia
tradicional em muitos aspectos, ja que se verificou que muitas de suas familias sdo de
fato grupos monofiléticos (Souza & Lorenzi, 2005). Além disso, confirmou-se a
artificialidade ja observada em muitos grupos, entre os quais, a familia
Flacourtiaceae (Souza & Lorenzi, 2005). Nenhuma outra familia de angiospermas
possui uma circunscri¢cdo tio varidvel e controversa quanto Flacourtiaceae (Chase et
al., 2002).

Chase et al., 2002, demonstraram através de andlise filogenética baseada
em seqiiéncias de cloroplasto que “Flacourtiaceae” é na realidade composta por dois
clados, sendo cada um deles mais proximamente relacionados com outras
Malphigiales do que entre si. Segundo os autores, o género Casearia € grupo irmao
de Salicaceae (sensu stricto).

Adicionalmente, em uma andlise filogenética realizada através de
seqiiéncias cloroplastidiais de diversas familias, Flacourtiaceae, representada pelos
géneros Idesia e Dovyalis, apresentou-se como grupo irmdo de Salicaceae,
representada por Salix e Populus, compondo os quatro géneros um clado

monofilético com valor de “bootstrap” igual a 100%. (Azuma et al., 2000).



Além das evidéncias moleculares, diversas observacdes ecoldgicas,
quimicas e morfolégicas também relacionam Flacourtiaceae com Salicaceae. Um
histérico destas observagdes pode ser lido no artigo de Leskinen & Alstrom-Rapaport
(1999), ou ainda no Angiosperm Phylogeny Website (http://www.mobot.org/
MOBOT/research/APweb/ ).

Devido a estas constatagdes, no sistema APG II (2003), Flacourtiaceae
foi extinta, tendo sido a maioria dos seus géneros transferidos para Salicaceae (entre
eles, o género Casearia). Salicaceae (sensu APG II) é caracterizada por folhas
alternas, serreadas e com estipulas, flores com muitos estames e gineceu tricarpelar
com placentacdo parietal (http://www.mobot.org MOBOT/research/APweb/).

Devido a proximidade filogenética do género Casearia com as
Salicaceae sensu stricto (géneros Salix, Populus e Chosenia), cabe aqui ressaltar
algumas particularidades deste grupo de plantas. Tais observacdes adquirem um
maior significado no contexto desta tese a luz dos resultados observados nas analises
genéticas (ver Capitulo I).

Os géneros Salix e Populus sio notdveis por sua capacidade de
hibrida¢do interespecifica, sendo reconhecidas diversas zonas hibridas entre espécies
de Salix (Hardig et al., 2000; Palmé et al., 2003) ou entre espécies de Populus (Lexer
et al., 2005). Enquanto o género Salix apresenta espécies com diversos niveis de
ploidia, Populus é diploide (Leskinen & Alstrom-Rapaport, 1999). No entanto,
individuos aneupldides sdo frequentemente encontrados em espécies de Populus
(Bradshaw Jr. & Stettler, 1993; Cervera et al 2001; Yin et al 2004).

O total seqiienciamento do genoma da espécie Populus trichocarpa
(Tuskan et al., 2006) revelou a existéncia de 8.000 pares de genes pardlogos de
mesma idade, sugerindo a ocorréncia de um evento de duplicacdo total do genoma
seguido de parcial diploidizacdo (perda de parte dos genes duplicados). A
comparacdo de 1825 genes ortdlogos de Populus e Salix derivados de ESTs de Salix
sugere que o evento de duplicagdo do genoma ocorreu em um ancestral comum aos
dois géneros (Tuskan et al., 2006), e seria interessante verificar se outras Salicaceae

(sensu APG II) também possuem esta duplicacao.



3.2. Casearia sylvestris: informacoes ecolégicas e taxonomicas

Casearia sylvestris Sw. € uma espécie de ampla distribuicdo geogréfica,
ocorrendo do México até a Argentina em diversos ambientes (Sleumer, 1980, Torres
& Ramos, 2007). E encontrada em todo o territério brasileiro, em praticamente todas
as formagdes florestais (Lorenzi, 1992), sendo conhecida por diversos nomes
populares, tais como guagatonga, erva-de-lagarto, café-bravo, entre muitos outros
(Torres & Yamamoto, 1986). No estado de Sao Paulo, ocorre em Restinga, Floresta
Ombréfila Densa de planicie, encosta ou platd, Floresta Estacional Semidecidua
Submontana e Montana, Mata Ciliar, Mata Higréfila, Floresta Ombroéfila Mista,
Transicdo entre Mata-Cerrado, Cerraddo-Mata Ciliar ou Mata Atlantica - Campo de
Altitude, Campo Cerrado, Cerrado, Cerraddo, mata degradada ou secunddria, sub-
bosque e borda, sub-bosque de pinus ou eucalipto, clareira, beira de estrada, sobre
solo argiloso, arenoso ou rochas calcareas, do nivel do mar até 1.500m de altitude.
(Torres & Ramos, 2007). Trata-se de uma espécie de alta densidade e ampla
distribuicdo em matas ciliares (Durigan et al., 2000) e em diversas outras formagdes:
em um levantamento realizado em 86 4reas de Cerrado no Estado de Sdo Paulo, C.
sylvestris foi observada em 90% das localidades (Durigan et al., 2003); em um
fragmento de Floresta Estacional Semidecidual no municipio de Lumindrias, MG, C.
sylvestris apresentou-se como uma das espécies mais abundantes (Rodrigues et al.,

2002). Na Figura 1 € apresentada uma fotografia de um exemplar de C. sylvestris.



Figura 1. Exemplar de C. sylvestris em sua ocorréncia mais tipica: arvores de porte

médio, com copa arredondada, vegetando em pastos ou a beira de estradas.

C. sylvestris apresenta grande variacdo com relagdo ao tamanho, forma e
textura das folhas, a pilosidade dos ramos mais jovens e da inflorescéncia, ao nimero
de flores por inflorescéncia e ao comprimento dos pedicelos (Torres & Yamamoto,
1986). Sleumer (1980) considera duas variedades para esta espécie, C. sylvestris var.
sylvestris e C. sylvestris var. lingua (Cambess.) Eichler, apesar de admitir a
existéncia de formas intermedidrias entre elas. C. sylvestris var. lingua havia sido
anteriormente considerada por Saint-Hilaire (1829), como uma espécie distinta (C.
lingua).

Torres e Yamamoto (1986), em revisdo sobre a taxonomia das espécies
de Casearia no Estado de Sido Paulo, confirmam a existéncia das formas
intermedidrias referidas por Sleumer (1980), relatando ser bastante problemético
definir os limites entre as variedades sylvestris e lingua. Klein & Sleumer (1984), ao
descreverem a variedade lingua, afirmam que ela estd “ligada a variedade sylvestris

por formas intermedidrias”.



Em tratamento mais recente, na publicacdo a respeito da Flora
Fanerogamica do Estado de Sao Paulo, Torres & Ramos (2007) ndo consideram
niveis infra-especificos em C. sylvestris. As autoras relatam que os materiais de Sao
Paulo que podem ser atribuidos a C. sylvestris var. sylvestris tendem a apresentar, em
geral, folhas oblongas, membrandceas a papirdceas, com venacdo secunddria
inconspicua e a ocorrerem em formacdes florestais, enquanto que os espécimes que
podem ser atribuidos a C. sylvestris var. lingua tendem a ter folhas elipticas a ovais,
cartdceas, com venacdo secunddria mais evidente e a ocorrerem, preferencialmente,
em cerrado senso amplo. No entanto, de acordo com as autoras, a existéncia de um
continuo de variacao torna a separacao das variedades dificil e, por este motivo, ndo
assumiu-se a divisdo infra-especifica proposta por Sleumer (1980) no referido
trabalho.

Apesar da existéncia de duas variedades ser discutivel do ponto de vista
taxondmico, do ponto de vista pratico a nomenclatura C. sylvestris var. sylvestris e C.
sylvestris var. lingua € bastante util. Referir-se a uma ou outra variedade resume um
conjunto de caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas mais ou menos bem definido,
uma vez que a variedade lingua € restrita ao Cerrado, capoeiras ou savanas
arbustivas (Sleumer,1980; Klein & Sleumer,1984). Os espécimes de C. sylvestris
encontrados no Cerrado (i.e., “var. lingua”) possuem morfologia bastante distinta dos
individuos da Mata Atlantica (“var. sylvestris”), desde o porte e hédbito até a textura,
tamanho e coloracdo das folhas (Sleumer, 1980; Silva, 2003). As caracteristicas
morfoldgicas de C. sylvestris observadas no Cerrado, como o habito arbustivo e
folhas menores e mais coridceas, parecem estar relacionadas com adaptagdes e este

ambiente (Silva, 1996).

3.3. Casearia sylvestris: biologia reprodutiva e estrutura genética de populacoes

A biologia reprodutiva de C. sylvestris foi pouco estudada até o momento.
No entanto, ha diversas informacgdes disponiveis na literatura que fornecem indicios
a respeito de seus polinizadores, dispersores e sistema reprodutivo.

Casearia sylvestris apresenta inflorescéncia em fasciculos, com cerca de

20 a 40 flores hermafroditas por inflorescéncia (Torres & Yamamoto, 1986),



podendo chegar a 70 flores por inflorescéncia (Torres & Ramos, 2007). A Figura 2
mostra um ramo de C. sylvestris florescendo. A morfologia da flor, associada a
abundante producdo de néctar, sugere que a espécie seja polinizada por pequenos
insetos (Torres, comunicagdo pessoal). Machado & Oliveira, 2000, relatam que os
polinizadores mais importantes de Casearia grandiflora, uma espécie proxima, sao
moscas da familia Syrphidae, tendo sido observados também outros insetos. Assim
como em C. grandiflora, as flores de C. sylvestris também apresentam coloracdo
clara e opaca, odor imperceptivel, néctar de facil acesso e 6rgdos sexuais expostos,
sendo provavelmente polinizadas por moscas. De fato, Barbosa (1997) observou
moscas da familia Bombyliidae e Calliphoridae visitando flores de C. sylvestris em

uma comunidade de campo sujo em Minas Gerais.

Figura 2. Ramo de C. sylvestris florescendo.

A ocorréncia de polinizagdo por moscas (miiofilia) em espécies arboreas
tem sido observada para diversas arvores tropicais com flores pequenas (Pombal
1994, Pombal & Morellato 1995) e sugere que estes insetos podem ser importantes
para a polinizacdo nesses ambientes. Arruda & Sazima (1996) observaram que na

mata mesoéfila do Estado de Sao Paulo, moscas Syrphidae utilizaram como recurso



alimentar 58 espécies de plantas. Muitas destas espécies possuem morfologia floral
semelhante a de Casearia (Machado & Oliveira, 2000).

Machado & Oliveira, 2000, observaram mecanismos de auto-
incompatibilidade em C. grandiflora. Tais mecanismos sio muito comuns em
arvores tropicais (Seavey & Bawa 1986, Oliveira & Gibbs 2002) e em plantas
miidfilas, e.g. Sterculia chicha (Taroda & Gibbs 1982). A auto-incompatibilidade é
amplamente distribuida entre as espécies arbéreas tropicais, que sdo
predominantemente alégamas (Bawa 1974, Gibbs & Bianchi 1999, Oliveira & Gibbs
2002). Todas estas observacdes sugerem que a espécie C. sylvestris possa apresentar
fecundagdo preferencialmente alégama com sistemas de auto-incompatibilidade.
Apesar destas especulacdes, Barbosa (1997) realizou polinizagdes controladas em
Casearia sylvestris e observou que se trata provavelmente de uma espécie auto-
compativel.

As caracteristicas do fruto sugerem que a dispersdao de sementes seja
realizada por aves. O fruto € uma cdpsula ovéide, com cerca de 5 mm de diametro,
vermelha, e que traz de uma a sete sementes envolvidas em arilo amarelo e pegajoso
(Torres & Yamamoto, 1986). A dispersdo das sementes por aves € relatada para
outras espécies do género, como C. corymbosa (Howe & Kerckhove, 1979) e C.
nitida (Howe & Primack, 1975), que possuem frutos com arilo semelhante aos de C.
sylvestris. No caso de C. corymbosa, Howe & Kerckhove (1979) verificaram que
pelo menos 14 espécies de aves se alimentam de seus frutos, regurgitando sementes
vidveis nas imediagdes.

A estrutura genética de populagdes naturais de C. sylvestris foi estudada
por Silva et al., 2006, através de marcadores RAPD. Conforme os autores, foi
possivel observar que a maior parte da diversidade genética amostrada (84%) deve-se
a diferencas entre individuos da mesma populacdo, contribuindo para a hipétese de
que a espécie tenha a alogamia como sistema de cruzamentos preferencial. Este
padrao (de maior porcentagem da diversidade genética ocorrer dentro de populacdes
do que entre populacdes) € tipico e comum a vdrias espécies preferencialmente
alégamas (Loveless & Hamrick, 1984). Outras espécies de ocorréncia no Cerrado
e/ou Mata Atlantica que apresentam padrdes semelhantes sao Swietenia macrophylla.

Esenbeckia leiocarpa, Cariniana legalis, Cecropia pachystachya, Maytenus



aquifolia (Kageyama et al. 2003), Plathymenia reticulata (Lacerda et al., 2001) e
Eugenia dysenterica (Zucchi et al. 2003), entre outras, todas provavelmente

al6gamas.

3.4. Casearia sylvestris: interesse farmacolégico

Espécies do género Casearia sdo utilizadas na medicina popular no
mundo todo. Por exemplo, C. esculenta, que ocorre na India, é utilizada na medicina
tradicional no tratamento de diabetes (Prakasam et al., 2003). O potencial
farmacoldgico desta e de outras espécies de Casearia vem sendo alvo de indmeros
estudos (Shen et al., 2005; Hunter et al., 1997; Prakash et al., 2002; Prakasam et al.,
2003).

Casearia sylvestris, em particular, é vastamente utilizada na medicina
popular da América Latina, sendo de aplicacdo diversa, principalmente em
comunidades indigenas. Livros de medicina popular descrevem o uso de C. sylvestris
como cicatrizante para doengas da pele, anestésico tépico, anti-diarréica,
antiespasmddica, anti-hemorragica, antimicrobiana, antiofidica, anti-reumatica, anti-
séptica, antiulcerogénica, calmante, depurativa do sangue, diurética, estimulante da
circulacdo e fungicida. (Tininis, 2006). De acordo com Santos (2008) as indicacdes
como antiofidico, antitérmico, cicatrizante e no tratamento de ulceras e gastrites sao
as mais citadas na literatura, sendo as folhas as partes mais utilizadas, seguidas por
cascas do caule e raizes. Uma boa revisao sobre informacdes etnofarmacoldgicas a
respeito de C. sylvestris é fornecida por Santos (2008). Muitas das aplicacdes
populares desta espécie vém sendo corroboradas por estudos cientificos (Ferreira,
2006).

Uma de suas aplicacdes mais curiosas pela medicina popular € contra a
picada de cobras. Segundo as crendices, lagartos picados por cobras procuram as
raizes da “erva-de-lagarto” para curarem-se (Correa, 1975). Estudos cientificos vém,
de fato, comprovando sua agdo contra o veneno de jararacas (Borges et al., 2000;
Borges et al., 2001).

O interesse nas propriedades farmacoldgicas de C. sylvestris pode ser

evidenciado pelo grande nimero de pesquisas cientificas realizadas com esta espécie,



tanto para a otimizacdo de métodos de extracdo, isolamento e identificacdo de
compostos, como em busca de novas drogas. Alguns exemplos sdo os trabalhos de
Basile et al., 1990; Almeida, 1999; Carvalho et al., 1998; Santos, 2001; Santos et al.,
2001; Jamal, 2002; Bandeira, 2004; Esteves at al., 2005; Tininis, 2006; Ferreira,
2006; Santos 2008. Foram demonstradas as atividades da C. sylvestris var. lingua
contra Aedes aegypti (Rodrigues et al., 2006), Plasmodium falciparum (Mesquita et
al 2007), Leishmania donovani (Mesquita et al., 2005) e Trypanosoma cruzi
(Espindola, 2004; Mesquita et al., 2005).

Apesar das indmeras aplicagdes e pesquisas acima citadas, o grande
interesse em C. sylvestris por parte da comunidade cientifica, e, sobretudo, por parte
da industria farmacéutica, surgiu ap6s a descoberta de seus diterpenos clerodanicos, e
de sua possivel acdo no tratamento do cancer. Uma equipe de pesquisadores
japoneses, da Tokyo College of Pharmacy and Pharmacognosy, estudaram as
propriedades anticancerigenas destes diterpenos, encontrando forte atividade
antitumoral em ratos. Estes diterpenos foram entdo chamados casearinas, ¢ foram
imediatamente patenteados pela equipe como agentes antitumorais (Itokawa et al.,
1988, Itokawa et al., 1989, Itokawa et al., 1990, Morita et al., 1991). Novos
compostos foram descobertos em Casearia sylvestris por uma equipe de
pesquisadores da Carolina do Norte, EUA, denominados casearvestrinas A, B e C.
De acordo com os pesquisadores, tais compostos tém atividade citotéxica sobre
linhagens de células cancerigenas e de fungos (Oberlies et al., 2002). Balunas et al.,
2006, aponta o género Casearia como um dos mais promissores na descoberta de
drogas contra o cancer.

O interesse comercial sobre os produtos da Casearia pode ser percebido
através dos inuimeros fitoterdpicos disponiveis para compra pela [Internet,
principalmente no exterior. A principal empresa que comercializa a guagcatonga no
exterior é a Raintree Nutrition. A empresa utiliza como apelo o fato de a Casearia
sylvestris ser uma espécie tropical com potencial acdo benéfica no tratamento do
cancer. Um frasco com aproximadamente 500g de folhas em pé custa em torno de 24
dolares (Rain Tree Nutrition, 2008: http://www.rain-tree.com/guacatonga-

powder.htm).



3.5. Diterpenos clerodanicos em C. sylvestris: casearinas

Na literatura cientifica sdo encontrados varios estudos fitoquimicos com
espécies de Casearia, os quais demonstram o predominio de diterpenos do tipo
clerodanico (Santos, 2008). A variedade destas moléculas € enorme: de 19 espécies
de Casearia investigadas, 13 apresentaram mais de 120 diterpenos clerodanicos
isolados de diferentes 6rgaos (Santos, 2008). Diterpenos clerodanicos semelhantes
aos encontrados em Casearia foram isolados de outras espécies de Salicaceae sensu
APG II (Santos, 2008).

Santos (2008) e Tininis (2006) fornecem completissimas revisdes a
respeito dos diterpenos clerodanicos em C. sylvestris, informando desde sua estrutura
basica e métodos de andlise, até aplicagdes farmacoldgicas. O que se segue aqui €
uma sintese das informacdes contidas naqueles trabalhos que sdo aqui relevantes.

De acordo com Santos (2008), 30 diterpenos clerodanicos foram isolados
de C. sylvestris. Sao moléculas que apresentam caracteristicas estruturais marcantes e
sdo encontradas somente em algumas outras familias de plantas. A estrutura bésica
destes diterpenos € formada pelos anéis A e B do sistema decalinico com duas
metilas em C-8 (Me-17) e C-9 (Me-20), uma cadeia lateral com seis carbonos (C-11
a C-16) em C-9 com um dieno conjugado, um terceiro anel C
diidrofuranico/diacetdlico, além de substituintes oxigenados (ésteres, éteres,
hidroxilas ou cetonas) que podem estar presentes nos carbonos 2, 6, 7, 18 e 19. O
anel C diacetdlico, altamente oxigenado, constitui-se num arranjo de funcionalidade
observado em poucas substancias na natureza e pode ser visto como um dialdeido
protegido (Santos, 2008). A estrutura quimica destas moléculas € mostrada na Figura

3.
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Figura 3. Esqueleto bésico dos diterpenos cis-clerodanicos com anel diacetélico (anel

C) presentes em espécies de Casearia (fonte: Santos, 2008).

Os dados da literatura t€ém demonstrado o predominio de casearinas e
casearvestrinas em C. sylvestris (Santos, 2008). Vinte e cinco casearinas (A-Y) sao
conhecidas até o momento, todas elas tendo sido obtidas de folhas (Santos, 2008).
Carvalho et al. (2007) sugerem a presenca de diterpenos clerodanicos tipicos de
Casearia em todos os 6rgdos da planta, porém com concentra¢cdes maiores de
casearinas nas folhas.

As primeiras casearinas (A-F) foram isoladas e tiveram suas estruturas
elucidadas por Itokawa et al. (1990), que verificaram sua atividade antitumoral e
citotoxica. As casearinas G-R, com atividade citotéxica, foram isoladas por Morita et
al. (1991) a partir das folhas de C. sylvestris. Carvalho et al. (1998) isolaram trés
casearinas (G, S e T). A casearina U foi obtida de por Santos, 2001. As casearinas V
(publicada quase que concomitantemente como caseargrewiina F  por
Kanokmedhakul et al., 2005), X e Y foram apresentadas por Tininis (2006). As
principais diferengas estruturais entre essas casearinas estao no grupo éster ligado as
posi¢des 2, 6 e 7, 18 e 19, e na hidroxilagcdo ou O-metilagdo na posi¢ao 2 (Tininis,

2006).



E importante ressaltar que as diferentes casearinas apresentam diferentes
atividades, ou diferentes graus de atividade. Por exemplo, casearinas A-F
apresentaram atividade citotéxica em linhagens de células de sarcoma e fibroblastos,
porém, dentre elas, a casearina C foi a que se mostrou mais ativa (Itokawa et al.,
1990). De acordo com Ferreira (2006), a degradacdo do anel diacetdlico a um
dialdeido produz diminui¢do da citotoxicidade em células tumorais, conforme
observado para a casearina U dialdeido, produto de degradacdo da casearina U em
CDCl3. O autor relata que a casearina U apresentou maior potencial antitumoral do
que as casearinas L e O. J4 as casearinas G, S e T mostraram acao citotoxica seletiva
em cepas mutantes de Sacharomyces cerevisiae (Carvalho et al., 1998). Do ponto de
vista farmacoldgico, a gama de variagcdes em torno de um esqueleto basico
encontrada nos diterpenos de Casearia fornece modelos interessantes para o
estabelecimento de relacdes entre estrutura e atividade destas substancias (Santos,
2008).

E bem sabido que fatores ambientais, fisiolégicos e genéticos afetam a
biossintese de metabdlitos secundérios (Freitas et al., 2004). Com relag@o aos fatores
que influenciam a producdo qualitativa e quantitativa de casearinas, porém, poucos
estudos foram realizados. Tininis (2006) analisou amostras de folhas de dois
individuos de C. sylvestris coletadas de 3 em 3 horas durante 24 horas consecutivas
em fevereiro dos anos de 1998 e 1999 no Parque Estadual de Carlos Botelho.
Observou que os teores relativos de casearinas variaram em func¢do do hordrio de
coleta, sendo maiores em torno das 18h30, e menores entre O0h30 e 3h30. Alguns
estudos em C. sylvestris (ndo com casearinas) demonstram a relacdo entre
diversidade quimica e fatores ambientais (Silva et al., 2006; Tininis et al., 2006).
Quanto aos métodos de armazenagem, Bandeira (2004) demonstrou que a secagem
de folhas realizada a sombra ou em estufa a 40°C nao produziu diferencgas no teor de
casearinas observado.

Com relacdo aos métodos de isolamento e andlise de casearinas, estes
foram estudados por Santos (2001), Bandeira (2004) e Tininis (2006). A partir do
extrato etanodlico, e utilizando uma coluna cromatografica empacotada com carvao
ativo/ silica gel (1:1), Tininis (2006) obteve uma fracdo rica em casearinas, livre de

pigmentos lipofilicos e de impurezas polares. Santos (2008) apresentou uma



estratégia para a identificacdo dos principios ativos antiulcerogénicos (entre eles, as
casearinas) do extrato etandlico das folhas de C. sylvestris através de fracionamento
biomonitorado, utilizando métodos cromatograficos para a purificacao de substancias,
ensaios farmacoldgicos com o extrato, fragdes e substincias purificadas e técnicas
espectrométricas para a determinagao estrutural. Os processos de obten¢do do extrato,
da fragcdo concentrada em casearinas e de diterpenos purificados foram otimizados de

modo a permitir seu escalamento e possivel producao industrial.



OBJETIVOS

Esta tese teve como objetivo fornecer informacdes uteis para a
conservagdo e exploracdo racional da espécie Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae),
que, como a maioria das espécies de interesse farmacoldgico de ocorréncia natural no
Brasil, ndo € cultivada, sendo obtida por extrativismo. Poucos estudos foram
realizados no sentido de otimizar a coleta e obtencdo dos compostos de interesse e
verificar se hd relacdo entre a qualidade e quantidade de compostos quimicos obtidos
e as populacdes de onde foram coletadas as amostras. A identificacdo de populacdes
mais produtivas seria o primeiro passo para o melhoramento genético desta espécie,
sua domesticacdo e manejo sustentado. Adicionalmente, o estudo da diversidade
genética e da estrutura genética de populacdes, permite o desenvolvimento de

estratégias para a conservagao in sifu € ex situ.

Especificamente, objetivou-se:

- 0 desenvolvimento de marcadores microssatélites especificos para esta
espécie

- a andlise da estrutura genética de populacdes da espécie, via marcadores
microssatélites, através da amostragem de nove populacoes em diferentes
ecossistemas do Estado de Sao Paulo;

- a andlise da diversidade qualitativa e quantitativa de casearinas em
amostras obtidas em nove populacdes em diferentes ecossistemas do Estado de Sdo
Paulo;

- evidenciar as relagdes genéticas entre as duas variedades propostas por

Sleumer (1980).



CAPITULO1

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES DE Casearia sylvestris Sw.
(SALICACEAE) NO ESTADO DE SAO PAULO

No presente trabalho, individuos de Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)
foram amostrados em nove localidades no Estado de Sao Paulo, e foram analisados
utilizando-se marcadores microssatélites especificos para esta espécie.

Portanto, uma etapa inicial na realizacio desta pesquisa foi o
desenvolvimento dos iniciadores (primers) para a amplificacdo de locos
microssatélites em C. sylvestris. Para tal, utilizou-se 0 DNA de um individuo oriundo
de Botucatu, devidamente identificado e com voucher depositado no Herbario IAC
(Herbério do Nucleo de Pesquisas do Jardim Botanico do Instituto Agrondmico de
Campinas). A partir desta amostra de DNA, procedeu-se a constru¢io de uma
biblioteca de DNA enriquecida em microssatélites, seguida de seqiienciamento de
clones e desenho dos primers. Vinte pares de primers foram testados quanto a
capacidade de amplificacdo de locos microssatélites polimorficos em um conjunto de
individuos de C. sylvestris de diversas localidades. Dez pares de primers foram entdo
selecionados para a etapa seguinte, onde foram estabelecidas as condi¢des 6timas de
reacdo de PCR e onde foi verificada a competéncia de cada um deles para a geragao
de parametros de diversidade genética. Os primers foram testados com o DNA de 90
individuos coletados nas localidades de Parque Estadual da Serra do Mar nicleo
Santa Virginia e Parque Estadual de Carlos Botelho. Para cada loco / populacdo
analisada foram obtidos os principais parametros de andlise de diversidade genética
(nimero de alelos por loco, heterozigosidade esperada e observada e desvios em
relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg). Uma vez que os dez pares de primers

mostraram-se competentes para o estudo da estrutura genética de populacdes de C.



sylvestris, procedeu-se a disponibilizacdo desta informacdo para a comunidade
cientifica através de uma publicacdo no periddico Molecular Ecology Resources,
editado pela Blackwell Publishing Ltda. Trata-se, provavelmente, do primeiro
conjunto de marcadores microssatélites disponibilizado para um género tropical de
Salicaceae sensu APG II. O artigo “Isolation and characterization of microsatellite
markers for Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae), a neotropical medicinal tree”,
conforme publicado, é apresentado nesta tese, no contexto deste capitulo (Cap.l.1.)
Ainda neste capitulo, é apresentado um artigo cientifico que trata da
estrutura genética de populacdes de C. sylvestris, de acordo com os resultados
obtidos com o uso deste conjunto de marcadores na andlise das nove localidades
amostradas (Cap. L. 2). Tal artigo foi submetido em maio de 2008 a apreciacao pelos
editores do periddico Molecular Ecology (Blackwell Publishing), mas até o momento
nao dispde-se de um parecer. Este artigo enfoca as relacdes genéticas entre as
populacgdes de diferentes ecossistemas e entre as duas variedades de C. sylvestris.
Foram amostrados 376 individuos em nove populacdes, sendo trés de
Floresta Ombroéfila Densa, duas de Floresta Estacional Semidecidual, duas de
Cerrado, e duas em ecdétonos, regides de transicdo entre a Floresta Estacional
Semidecidual e o Cerrado. Em cada uma destas localidades, foram amostrados
aproximadamente 40 individuos adultos. Na ocasido da amostragem, foi possivel
observar diversas caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas da espécie, tais como
diferencgas no habito, porte e textura de folhas em diferentes ambientes, polinizadores,

épocas de florescimento e frutificacdo, etc. (Figuras 4, 5 e 6).



Figura 4. Polinizadores visitando flores de C. sylvestris na Estacdo Ecoldgica de

Caetetus, em julho de 2006.

Figura 5. Variacdo no tamanho de individuos: na fotografia da esquerda estdo

destacadas flores em um individuo de menos de 30 cm, observado no Cerrado de
Assis. Na fotografia da direita esta destacada a copa de um exemplar de C. sylvestris
encontrado em Carlos Botelho, € uma pessoa embaixo para dar uma nogao da altura

da arvore.



Figura 6. Variacdo no hébito de individuos do Cerrado (esquerda) e Mata Atlantica

(direita), observados em Assis e Carlos Botelho, respectivamente.

Uma exsicata de cada individuo amostrado foi analisada com o auxilio da
Dra. Roseli B. Torres (IAC), taxonomista de Casearia, e os individuos foram
classificados como pertencentes as variedades sylvestris ou lingua de acordo suas
caracteristicas morfolégicas. Parte dos individuos apresentou morfologia
intermedidria, ndo podendo ser classificados como pertencentes a uma ou outra
variedade. Na Figura 7 sdo mostradas diferentes exemplares de cada variedade e de

individuos com morfologia intermedidria.



Figura 7. Diversidade morfoldgica
observada em C. sylvestris. A.
Conjunto de individuos classificados
como pertencentes a var. sylvestris. B.
Conjunto de individuos classificados
como pertencentes a var. lingua. C.
Conjunto  de  individuos  com
morfologia intermedidria. Pode-se
observar que mesmo dentro de cada
categoria existe grande variagdo

morfoldgica.



Observou-se que nas populacdes de Floresta Ombréfila Densa e Floresta
Estacional Semidecidual, apenas a variedade sylvestris ocorre. No Cerrado de
Botucatu, ocorre exclusivamente a variedade lingua. J4 em Assis, a variedade lingua
ocorre nas dreas de Cerrado, enquanto que a variedade sylvestris foi encontrada em
areas de Cerraddo adjacentes. Nos ecoOtonos, as duas variedades, bem como
individuos de morfologia intermedidria, ora tendendo para uma variedade, ora para
outra, foram observados. Um achado interessante (Figura 8) foi um individuo com
caracteristicas tipicas da variedade sylvestris encontrado no Cerrado (Assis), em
meio a diversos individuos da variedade lingua, mostrando que o ambiente do

Cerrado nao necessariamente determina a morfologia tipica da variedade lingua.

Figura 8. Diferencas morfoldgicas entre as variedades (var. lingua a esquerda e var.
sylvestris a direita). Este individuo de var. sylvestris foi encontrado no Cerrado de
Assis, rodeado de varios outros da var. lingua. As folhas da var. lingua apresentam
esta conformagdo de “canoa”, i.e., as folhas do exemplar fotografado nio estdo

murchas, ao contrario do que pode parecer.



Os resultados das andlises estatisticas, tanto através da abordagem
frequentista, quanto através da abordagem bayesiana, sugerem que os ecossistemas
sdo relativamente independentes uns dos outros, com caracteristicas proprias de
diversidade e freqiiéncia de alelos. Além disso, sugerem que as variedades de C.
sylvestris comportam-se como unidades evolutivas relativamente independentes uma
da outra, encontrando-se apenas nos ecétonos (zonas de contato ou zonas hibridas).

A existéncia de formas “puras” nas zonas hibridas, e a auséncia de
formas intermedidrias fora delas, sugere que existem forgas evolutivas e ecoldgicas
que contribuem para a manutencdo das variedades como unidades distintas, tais
como alta especificidade com relacdo ao habitat, selecdo contra hibridos fora das
zonas de contato, assincronia de florescimento entre as variedades mesmo nas zonas
de contato, etc.

Por fim, vale ressaltar que a andlise com marcadores microssatélites
permitiu a observacdo de diversos individuos com mais de dois alelos em um mesmo
loco, o que ndo era esperado. Repeticdes de reacdes de PCR e géis, e mesmo a
observacao dos padrdes obtidos, permitiram concluir (de maneira preliminar) que
existe uma duplicacdo parcial de genoma nesta espécie. Tal duplicacdo parcial pode
ser em partes do genoma ou pode ainda tratar-se de aneuploidia. Uma das
perspectivas para a continuidade de estudos com esta espécie € justamente a
investigacdo desta questdo.

Dados os padrdes observados, ficou claro, no entanto, que ndo se tratam
de artefatos de PCR, problemas de coloragdo de géis ou de desenho de primers. Um
dos indicios € o fato de que aproximadamente 70% dos individuos da variedade
lingua apresentaram mais de dois alelos em pelo menos um loco, enquanto tal
fendmeno ocorreu em menos de 8% dos individuos da variedade sylvestris (sendo
que todas as amostras foram aleatorizadas nas reacdes de PCR e corridas
eletroforéticas).

Uma implicacdo deste fendmeno foi a dificuldade em analisar os dados.
Os programas computacionais € os modelos mateméticos desenvolvidos para a
andlise de locos microssatélites ndo comportam mais de dois alelos por loco por
individuo. Desta forma, foi necessdrio tomar decisdes quanto aos dados a serem

utilizados em cada uma das diferentes andlises. Em alguns casos, o viés causado por



estas decisdes pode ser maior que em outros, € € sugerido um cuidado especial na
interpretacdo dos resultados.

Todas as questdes acima descritas sdo encontradas no corpo de texto do
artigo apresentado no Cap.l. 2, “Population genetic relationships between Casearia
sylvestris Sw. (Salicaceae) varieties found in the Cerrado, Atlantic Forest and
ecotones of south-east Brazil: hybridization and divergence of taxa influenced by

habitat preference”.



CAPITULO 1

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES DE Casearia sylvestris Sw.
(SALICACEAE) NO ESTADO DE SAO PAULO

1. Isolation and characterization of microsatellite markers for Casearia

sylvestris Sw. (Salicaceae), a neotropical medicinal tree
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Abstract

Casearia sylvestris Sw. is a widespread neotropical tree utilized in popular medicine.
Recent research ranked Casearia as one of the most promising genus in the search of drugs
against cancer. Despite its wide distribution and pharmacological importance, no micro-
satellite markers have yet been developed for this genus. In this study, we provide 10
polymorphic microsatellite loci specifically designed for C. sylvestris, used to analyse 90
individuals distributed in two populations from Sao Paulo state, Brazil. On average, 12.3
alleles per locus were identified, showing the ability of the markers to detect microsatellite

polymorphism in this species.
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The genus Casearia comprises about 180 species distributed
in the tropics (Sleumer 1980). Traditionally considered
belonging to the Flacourtiaceae (Cronquist 1951), the
taxonomic position of Casearia has been recently suggested
to fit among the Salicaceae (APG I1 2003). Casearia sylvestris
Sw. is a widespread neotropical tree, ranging from Mexico
to Argentina (Sleumer 1980) and occurring abundantly
in various habitats. Its fruits, small and copious, are an
important rescurce for several bird species (R. Torres,
personal communication ).

Recent research ranked Casearin as one of the most
promising genus in the search of drugs against cancer
{Balunas ef al. 2006). Antitumoral properties of C. sylvestris
were found by Itokawa et al. (1990). Population genetic
structure of C. sylvestris was studied by Silva et al. (2006)

Correspondence: Marcelo Mattos Cavallari, Fax: +55 14 38153744;
E-mail: mmeavall@ibb.unesp br

through random amplified polymorphic DNA (RAPDY)
markers.

Although Casearia is ecologically and pharmacologically
important, no highly polymorphic and codominant markers,
such as microsatellites, have yet been developed for this
genus. To our knowled ge, there are no specific microsatellite
markers for any of the tropical genus of Salicaceae (sensu
APG 1I 2003), the same applying to the Flacourtiaceae
(sensu Cronquist 1981) genus.

In this study, we provide 10 highly polymorphic micro-
satellite (simple sequence repeat) loci specitically designed
for C. sylvestris Sw. These markers may cross-amplify in other
Casearia species, encouraging additional genetic diversity
studies on this large genus.

Marker isolation involved construction of a genomic
library enriched for (CT)n and (GT)n repeats. The metho-
dology was based on biotinylated oligonuclectide sequences
bound to streptavidin-coated magnetic particles, as
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Table 1 Characteristics of 10 microsatellite markers of Casearin sylvestris Sav.
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name  GenBank  repeat Primers sequence T, sze m, W & B 5 (B SV OB W E o CEB

Cspld  BULTR31S (CT),, Fr *CATARCTCTTIGCTTECCOC a7 117167 15 8& 10 13 0737 OBB0 OF30 D&88 0.549%ns 0.4055ns 00000 00042
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Cepl®  BULTH2S (T, Fr+COCTTTARTTTCCTTTONT a5l 145-167 11 66 9 7 0206 0156 0738 D4 00001+ 00000+ 0205 02120
F: ARAGACSTEATSTECTECTS

Copl9 EULTSEN) (AG), Fi*COTTCRARTCCTCTTOCRGCR 650 1201 B B 6 B 0486 0680 0615 0683 00348ns 0.4936ns 0000 00000
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Coyle EULTSER (TG), F:*CORTCTOCTTRGCTCARRAT 650 IFI-=asd 5 90 4 4 048l 019 0440 D243 055TIns 0.0978ns 00000 00252
R ToOTARRCR T ODROOATT
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5 ML tail: CACGACGTTGTAA AACG AT, F, forward sequence; F, reverse sequence; T, optimized annealing temperature; allele size range expressed in base
pairs not taking inbo account the 19 by of the BL3 tail; ", rumiber of chserved allsles perlomus; ¥, number of individuals succsssfully ,genotyped;!'!o.
heteroey gosity observed; Hy, heterceygosity expected; 5V, Santa Virginia population; CB, Carlos Botelho population; F HW, P values for the HWE test,
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described by Billotte e al. (1999). For library construction,
total genomic DMNA was extracted from leaves of one
individual {voucher TAC 48.646). The purified total DMNA
(6.5 pg) was digested with Rsaland enriched in (CTjn and
(GTn repeats. Microsatellite-enriched DMA fragments
were ligated intoe pGEM-T Easy vector (Fromega) and used
to transform DHSe competent cells. Positive colonies (blue /
white p-galactosidase selection) were tested by polymerase
chain reaction (PCR) to check for the presence of inserts.
A total of 162 recombinant colonies were obtained and
sequenced from the SP6 primer using the BigDrye terminator
version 2.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystemns) and
a 3100 DMNA Analyser (Applied Biosystems). Sequences
obtained were analysed with the softwares FHRED, FHRAP,
CONSED and cross_MATCH (Laboratory of Phil Green,
Genome Sciences Department, University of Washington,
www.phrap.org findex. himl). Fifty-two clones containing
a simple sequence repeat motif were identified by the
Microsatellite Identification Tool (available at hitp:  pare.
ipk-gatersleben.de /misa,/). Primers pairs were designed
for 45 putative loci using the PRIMER 3 program (it 4
frodo.wi.mitedu /ogi-bin fprimer2 / primer3_www.cgi).
Ten microsatellite markers (Table 1) were tested using
A samples collected from twio natural populations (PESM-

0 2008 The Authors
Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd

Santa Virginia and SM-Carlos Botelho) from Sio Paulo
State Atlantic Forest, Brazil. Fragments were amplified by
PCR ona Mastercycler (Eppendorf) thermocycler in 15-pL
reaction volume, according to the following conditions:
1« PCR buffer [166 mm (NH,),50,, 67 mm Tris-HCI
pHE0, 0.2 may dNTT, 04 mg/mL BSA, 3 mm MgCl, and
0,059 W detergent sol ution Invitrogen, which is provided
with the Tag DMA polymerase], 0.16 um forward M13
(CACGACGTTGTAAAACGAC) 5-tail-end primer and
0.2 pu of reverse primer, 0.30 py IRDve fluorescent-laballed
W1 3-primer (700 or S00nu), 012 UL Thg DNA poly-
merase (Invitrogen)and 5.0 ng of genomic template DNA. A
“touchdown’ cycling programme was used: 95 *C for
5min, then 7 cycles of 94 %C for 30 s, 67 °C decreasing to
56 C at 2 °C per cycle for 1 min 30 s, 72 *C for 1 min followed
by 24 cycles of 94 *C for 30 5, 53 *C for 1 min 30 s, 72 °C for
1 min and a final extension of 60 °C for 20 min.

Amplified fragments were analysed at 700 and 800 nm
by electrophoresis on an IR2-DMA analyser (LI-COR 4200
sequencer) at the Montpellier Languedoc-Roussillon
Genopole genoty ping platform.

Allele scoring was performed with the saca software
(LI-COR). Standard genetic diversity parameters were
determined with FsTaT (Goudet 1995), which also performed
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the tests of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and of
linkage disequilibrium between pairs of loci. The number
of alleles per locus ranged from five (Csyle) to 20 (Csy0a),
and the mean number of alleles per locus was 12.3. The
heterozygosity ranged from 0,109 (Cay07) to 0.909 (Csyia)
in the Santa Virginia population, and from 0,182 (Csy07) to
0.888 (Csyd) in the Carlos Botelho population (Table 1),
Mo significant linkage disequilibrium was observed for
any pair of loci after Bonferroni oorrection. Three loci
(Csyin, Csy0d and Csvl5) inSanta Virginia population and
four loci (Csy0a, Csy0s, Csyld and Csyl5) in Carlos
Botelho population showed a significant deviation from
HWE after Bonferroni correction (Table 1). The observed
departures from HWE can be interpreted as the resultof a
Wahlund effect (substructuring of a population) and for of
the presence of null alleles. Presence of null alleles was
verified with micro-cHECKER 2.2.3 (van Oosterhout e al.
2004 Mull alleles were suggested to occur over most of
loci, however, only the locus Csy08 presented systematic
excess of homozygotes in seven other natural populations
(data not shown).

The microsatellite markers presented here were also
tested using eight individuals of Cesearia decandrs Jacq.,
one individual of Casearia gossypiosperma Brig. and one
individual of Casairia obfigua Spreng. Amplification products
were obtained only with Csyl8 (for all three species).
All other markers failed to generate amplification products
in any of the three species. Additional tests should be
performed with a larger number of samples to confirm
these results,

The microsatellites selected in this study constitute an
efficient tool to investigate genetic diversity and structure
of C. sylvestris populations. They will be used to assess the
genetic population structure of this species and to imple-
ment a strategy for its conservation and management.
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Abstract

This work aimed to analyse the genetic
relationships between the two varieties of C.
sylvestris Sw. (Salicaceae/Flacourtiaceae), C.
sylvestris var. sylvestris and C. sylvestris var.
lingua, in different ecosystems of south-east
Brazil. Nine populations distributed in the
Cerrado (savanna), Atlantic Forest sensu
stricto, Semideciduous Atlantic Forest and
ecotonal zones were sampled. All 376
individuals sampled were classified at the
infraspecific ~ level based on  key
morphological traits. The two varieties
showed to meet only in ecotonal zones and in
one of the Cerrado populations (contact
zones). We  utilized nine  specific
microsatellite markers and analysed the data
through classical (frequentist) and Bayesian
approaches to evidence the evolutionary
forces promoting the divergence between the
two taxa. According to unexpected band
patterns obtained, partial genome duplication
is suggested to occur in ~8% of var. sylvestris
and ~70% of var. lingua individuals sampled.
Analysis of molecular variance (AMOVA)
indicated that there is considerable
differentiation —among ecosystems and
between varieties. Bayesian clusterization
arranged individuals according to their
variety or ecosystem rather than to sampling
site, suggesting high differentiation between
the taxa and among the populations
inhabiting different habitats. Gene flow
showed to be reduced among ecosystems,
which may contribute to varieties divergence.

The Bayesian analysis of individual’s

genome proportion originated from each
variety corroborated the hypothesis of
hybridization in the contact zones, suggested
by morphological intermediacy of individuals.
Strong ecological differentiation coupled
with limited gene flow and flowering
asynchrony are proposed to maintain the taxa
separated face to hybridization in contact

zones.

Introduction

Habitat heterogeneity combined with natural
selection frequently results in multiple
genetically distinct ecotypes within a single
species (Hufford & Mazer 2003), often
considered as “varieties” or ‘“subspecies”
(Morgan-Richards & Wolf 1999). These
different taxa, ecologically and genetically
differentiated, can meet and exchange genetic
information in ecotones, establishing hybrid
zones (Arnold 1997). Ecotones (transition
zones between different habitats) are
considered “natural laboratories” where
evolutionary forces and barriers to gene
exchange can be studied (Schilthuizen 2000).
For this reason, the landscape of south-east
Brazil, which is a mosaic of Atlantic Forest,
Cerrado (savanna) and ecotonal patches,
offers an interesting framework to the study
of plant speciation.

The study of population genetic structure of
tree species from Cerrado or Atlantic Forest
has increased in the last years (e.g. Collevatti
et al. 2001, Lacerda et al. 2001, Kageyama et
al. 2003, Zucchi et al. 2003), in part due to

the recognition of these biomes as world’



“hotspots” (Myers et al. 2000). Nevertheless,
most of these works are restricted to one
single taxa occurring in one or other biome,
and the meeting of two related faxa in
ecotonal zones was rarely accessed. In one of
the few works published addressing this issue,
Lacerda et al. (2002) studied two species of
Plathymenia (Fabaceae) meeting in transition
zones between Cerrado and Atlantic Forest.
However, although gene flow between the
species was suggested, population genetic
relationships and evolutionary processes
occurring in the putative hybrid zone were
not the main questions addressed in that
study, which aimed to differentiate the two
taxa based on RAPD markers.

In the present work we evidenced the genetic
relationships among populations of Casearia
sylvestris Sw. var. sylvestris (Salicaceae —
APG II 2003/ Flacourtiaceae — Cronquist
1981) and C. sylvestris var. lingua occurring
in different biomes (Atlantic Forest and
Cerrado) and in ecotonal zones, where
putative hybrids between the varieties occur.
C. sylvestris (guacatonga) 1is a very
widespread tree in Central and South
America, ranging from Mexico to Argentina
and Uruguay (Sleumer 1980) and occurring
in several habitats within this range,
presenting great morphological variation.
While C. sylvestris var. sylvestris inhabit
humid, dense forests and can also be found in
open areas, C. sylvestris var. lingua seems to
be restricted to the Cerrado biome (Sleumer
1980), presenting characteristics related to

drought and fire stress, as smaller, coriaceous

leaves and shrubby habit (Silva 1996). These
varieties had already been considered as
separated  species  (Saint-Hilaire 1829,
Sleumer 1980). However, individuals with
intermediate morphology are frequently
observed, and the delimitation of these two
taxa is very tenuous (Sleumer 1980, Torres &
Yamamoto 1986, Silva et al. 2006). In a
recent revision of the Flacourtiaceae of Sdo
Paulo State, Torres & Ramos (2007) did not
recognize infraspecific levels in C. sylvestris.
Although not currently threatened by
extinction, the species have  been
experiencing strong exploitation of its natural
populations to supply pharmaceutical
industry, as it provides promising drugs
against cancer (Itokawa 1990), as well as
extracts with antiulcer and anti-inflammatory
(Esteves et al. 2005), antileishmanial and
trypanocidal (Mesquita et al. 2005) activities,
among others. Knowledge on population
genetic structure of C. sylvestris can provide
useful information for its conservation and
reasonable exploitation. Also, of the growing
pharmacological literature about C. sylvestris,
few articles states which variety had been
used in the experiments, reflecting the little
concern of the existence of two different faxa
by the pharmacological scientific community.
This work aimed to verify the genetic
relationships between C. sylvestris var.
sylvestris and C. sylvestris var. lingua in
Cerrado, Atlantic Forest and ecotones in Sdo
Paulo State, south-east Brazil. We
hypothesized that the two varieties of C.

sylvestris  represent  divergent lineages



prompted by habitat differentiation. Utilizing
microsatellite markers, we intended to
evidence the evolutionary forces promoting
the divergence of the two faxa, assessing the
genetic differentiation of populations and
comparing patterns of gene flow and genetic
diversity within and between varieties and/or

ecosystems.

Material and Methods

Sampling

Two main biomes (highly fragmented) occur
in Sao Paulo State, Brazil, both harbouring C.
sylvestris: the Atlantic Forest sensu lato and
the Cerrado (Fig. 1). The Atlantic Forest
biome can be divided in two main
ecosystems: the Atlantic Forest sensu stricto,
a dense, humid, evergreen broadleaf forest
which occurs in the mountains along the
coast, and the Semideciduous Atlantic Forest,
which takes place in more continental areas
of Sdo Paulo state and presents a well-
characterized dry season. To avoid
miscomprehension, we will refer hereafter to
these ecosystems respectively as “Evergreen
Forest” and “Semideciduous Forest”. The
Cerrado biome is characterized by shrub
savannas under fire regime occurring on acid,
aluminium-rich soils, with a very dry season
(Ratter et al. 1997). Contact zones (ecotones)
between the two biomes are found
throughout the landscape.

We sampled in nine populations of Sdo Paulo
State (Fig. 1, Table 1), representing four

different ecosystems (Evergreen Forest,

Semideciduous Forest, Cerrado and ecotones).

The Cerrado of Assis comprises two different
vegetation formations, the Cerrado sensu
stricto (an open formation with low trees
density) and the Cerradio (a dense
arrangement of Cerrado trees). Even
presenting  two  different  vegetation
formations, this site is not considered to be an
ecotone, because the differences are not
comparable to those found between biomes.

Average distance among populations is 320
km, varying from 25 km (Ilha Anchieta -
Santa Virginia) to 745 km (Ilha Anchieta -
Morro do Diabo). In each population,
approximately 40 individuals were sampled
(Table 1). Leaf samples were dried in sealed

plastic bags containing silica gel and stored at

-20°C prior to DNA extraction.

Classifying individuals at variety level

For each individual sampled, a voucher was
deposited in the IAC (Instituto Agrondmico
de Campinas) Herbarium, Campinas, Brazil.
Morphological traits were used to assign the
individuals to one or other variety according
to Sleumer (1980): var. lingua presents more
coriaceous, oval leafs, with prominent
reticulation and slender petiole. We also
considered cymbiform leaves to be
characteristic to var. lingua, based on the
field and taxonomic experience of R.B.
Torres (IAC Herbarium) on the genus
Casearia. Individuals were classified as

LR NT3

“lingua”, “sylvestris” and “dubious”.



DNA isolation

DNA was isolated from leaf samples
according to the acid protocol presented by
Csaikl et al. (1998). We included 2% (w/v)
sodium bisulphite in the extraction buffer to

avoid oxidation of var. sylvestris samples.

Markers utilized, PCR and electrophoresis
conditions and allele scoring

We tested the 10 microsatellite markers
specifically designed for C. sylvestris
(Cavallari et al. 2008). The locus Csy08 was
suggested to present null alleles by the
MICRO-CHECKER
Oosterhout et al. 2004) and was discarded

software (Van

from the subsequent analysis. The remaining
nine loci showed to be polymorphic and were
utilized in this study. PCR conditions
followed Cavallari et al., 2008. The amplified
fragments were analysed at 700 and 800 nm
by electrophoresis on an IR-DNA analyser
(LI-COR 4200 sequencer) at the Montpellier
Languedoc-Roussillon Genopole genotyping
platform. Allele scoring was performed with
the SAGA Generation 2 v.3.2 (LI-COR)
software. We searched for individuals with
identical multilocus genotypes within each
population and utilized the program MLGsim
(Stenberg et al. 2003) to calculate their
probability of being a clone. The program
calculates significance values for the
likelihood that a multilocus genotype
observed more than once in a population is
the result of sexual reproduction. Clones

were excluded of further analysis.

Statistical analysis

Standard genetic diversity parameters were
determined for populations and ecosystems,
as well as tests of Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) within populations using
FSTAT 2.9.3.2 software (Goudet 1995). To
allow comparison among
populations/ecosystems, the number of
alleles per locus per population/ecosystem
was calculated adopting the rarefaction
method following El Mousadik & Petit
(1996) with FSTAT. A paired r-test was
realized to compare the mean values of
diversity parameters estimated among
populations/ecosystems with the software
XLSTAT-PRO v. 7.5 (Addinsoft), and
significance levels were verified after
Bonferroni correction.

Recent bottleneck events or founder effects
due to recent colonization were tested by the
Wilcoxon sign-rank test through the software
BOTTLENECK (Piry et al. 1999). This test
is based on the fact that populations which
have experienced a recent reduction on
effective size should exhibit higher gene
diversity than the equilibrium heterozygosity
estimated from the observed allele numbers
assuming mutation drift equilibrium (Luikart
& Cornuet 1998). As recommended for
microsatellites by Piry et al. (1999), a two-
phased mutation model (TPM) with 95% of
single-step mutations and 5% of multiple-
steps mutation was used.

To estimate standard genetic diversity

parameters and perform the analysis of recent



bottleneck, individuals with more than two
alleles in some locus (partial genome
duplication, see RESULTS and
DISCUSSION sections) were excluded of the
data set. In the cases where this would
drastically reduce the sample size (Botucatu,
Assis, Mogi-Guacu and Porto Ferreira), no
more than two randomly chosen alleles per
individual were considered. We made several
random exclusions of alleles and verified that
H,, H, and F;; did not change significantly
(data not shown). Nevertheless, results must
be observed with caution.

To perform population genetic structure
analyses described below, all detected alleles
were considered, but the data were
transformed in  presence/absence  and
analyzed as dominant markers. This
procedure was utilized in the genetic analysis
of polyploidy plant species (Becher et al.
2000, Creste et al. 2003, Saltonstall 2003)
and was adopted to make possible the
incorporation of the individuals with partial
genome duplication in the population genetic
structure analyses.

Population genetic structure was inferred by
Analysis of Molecular Variance (AMOVA)
with ARLEQUIN v.2.0 software (Schneider
et al. 2000). Molecular genetic diversity was
hierarchized in: 1. ecosystems /populations/
individuals and 2. varieties / individuals (in
this latter case, individuals were arranged to
create two populations representing the
varieties). ARLEQUIN was also used to
estimate @, an F,analogue (Excoffier et al.

1992), among all populations, between pairs

of populations, among ecosystems, between
pairs of ecosystems and between varieties.
&, values obtained among pairs of
populations were utilized to replace Fj, in the
estimation of isolation-by-distance effects.
We followed Rousset (1997), comparing Fj,
/(1 — F, ) against log), distance geographic,
for all pairs of populations. Since population
pairs are not independent, a Mantel test
(Mantel 1967) was wused to evaluate
significance.

The Bayesian approach of Pritchard et al.
(2000), implemented in the software
STRUCTURE 2.2 was utilized to verify
population/ecosystem/variety — ancestry  of
individuals. For this analysis, the number of
clusters was defined from K=1 to K=10, and
five runs of each K were conduced with the
admixture model and correlated alleles
frequencies, 200,000 burn-in period and
500,000 MCMC. The ad hoc statistic related
to the rate of change in the log probability of
data according to the number of K proposed
by Evanno et al. (2005), 4K, was used as a
predictor of the real number of clusters.

The admixture model estimates the
proportion of each individual’s genome that
is originated from each of the K inferred
(Pritchard et al. 2000). Thus, at K =2, once
the clusters formed highly agreed with the
morphological  classification =~ of  the

individuals (see  Results), admixture
proportions (Q) of each individual were used
to reveal hybrids (where 0.05 < Q < 0.95)
and to give an idea of the extent of

hybridization occurring in each population.



Graphical display of STRUCTURE results
was made by the software DISTRUCT
(Rosenberg 2004).

The amount of historical connectivity among
the ecosystems was measured by estimating
the migration rates per generation among
them using MIGRATE v. 2.0.3 (Beerli &
Felsenstein 1999, 2001). The software uses a
maximum likelihood framework based on the
coalescence theory and investigates possible
genealogies with migration events using a
Markov chain Monte Carlo approach (Beerli
& Felsenstein 2001). We used the Brownian
motion approximation to the ladder model
(Ohta & Kimura 1973) with the default
options, and assumed equal mutation rates
among loci. To incorporate the genetic
information of the individuals with partial
genome duplication to the analysis, we
followed a suggestion by P. Beerli, personal
communication: those individuals were
represented in the infile by two multilocus
genotypes differing only in the duplicated
loci. Thus, if four alleles were detected, two
pairs were randomly formed, each of then
composing one of the multilocus genotypes.
If three alleles were detected, one of the
multilocus genotypes for this individual
received a “missing data”. The program
assumes that alleles behave like individuals;
therefore, in a data set of two diploid
individuals plus one individual presenting
three alleles for the same locus, this would
give a sample size of (2 x 2) + (1 x 3)
chromosomes. This approach is believed to

provide more accurate results than if

exceeding alleles were randomly excluded
(which was also performed for comparison
and gave similar results, which will not be

shown).

RESULTS

Detection of clones

Two identical multilocus genotypes were
found in Caetetus and Mogi-Guagu
populations, and they were considered by the
MLGsim analysis to be clones. In Botucatu,
six groups of identical multilocus genotypes
were detected, totalizing 19 individuals, and
13 of them were considered to be clones and
excluded of the data set (the number of
individuals sampled presented in Tables 1
and 2 refer only to non-clonal individuals).
Clones detected were on average 4 m apart in

the field.

Classification of individuals at variety level
and its distribution among the ecosystems

For the majority of individuals sampled,
classification at wvariety level was not
problematic (Table 2). Key morphological
features were in general evident, leading to
immediate recognition of the variety. As a
general rule, all individuals sampled in the
Cerrado were easily recognized as var. lingua,
and all individuals sampled in the Atlantic
Forest (both Evergreen and Semideciduous)
are undoubtedly of wvar. sylvestris. The
ecotones showed to harbour the two varieties,
with a predominance of var. sylvestris. Of the
92 individuals sampled in this ecosystem, 34

presented dubious morphology and could not



be assigned to one or other variety. The
population of Assis (Cerrado) also presented
the two varieties, being var. sylvestris
restricts to Cerraddo areas and var. lingua

restricts to Cerrado sensu stricto areas.

Detection of partial genome duplication in C.
sylvestris

While scoring alleles to individuals, we
found several individuals with more than two
alleles at the same locus, which was not
expected for microsatellite markers in diploid
species. A new set of PCR reactions was
made with 90 randomly chosen individuals,
and the same results were obtained, proving
that it was not a PCR artefact. The
phenomenon was observed in 83 (22%) of
the 376 individuals, and in 64 of them, was
restricted to only one locus. The highest
percentage of PCR products with more than
two alleles occurred in the locus Csy04
(12%). Over all loci, it was observed in only
3.4% of the PCR products. There are much
more cases of PCR products with three
alleles (106) than with four alleles (only 4).
While 67.9% of var. lingua individuals
presented more than two alleles per locus,
this was observed in only 7.7 % of var.
sylvestris individuals and in 27% of the

morphologically dubious individuals.

Patterns of diversity at each locus

Table 3 shows the main diversity parameters
observed for each locus per ecosystem in
order to summarize the information. It can be

observed that ecotones presented, in a general

manner, higher allele richness, higher
variation in allele size and higher Fj,.
Diversity parameters estimated for each
ecosystem did not differ significantly (#-test,
data not shown), and mean allele number
after correction for the sample size for 63
individuals by the rarefaction method was

11.3 (Table 4).

Intra population diversity parameters and
Hard-Weinberg Equilibrium

Allele numbers per locus ranged from 8§
(Csy16) to 24 (Csy06 and Csyl1), and mean
allele number per locus was 17 (data not
shown). Mean number of alleles per locus per
population was 9.0, ranging from 3.1
(Botucatu) to 12.3 (Porto Ferreira) (Table 4)
and showing to be significantly different
according to the #-test (data not shown). After
correction for the sample size for 20
individuals, the mean number of alleles per
population ranged from 2.8 in Botucatu to 9.8
in Porto Ferreira (mean of 8.5, Table 4), and
values were significantly different only
between Botucatu and Porto Ferreira and
Botucatu and Caetetus (z-test, data not
shown). Mean expected (H,) and observed
heterozygosity (H,) ranged from 0.383 to
0.763 and from 0.468 to 0.640, respectively.
H, was significantly different only between
Botucatu and Porto Ferreira (z-test, data not
shown). Values of the fixation index (Fj)
evidence departure from Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE), and this was found to be
statistically significant at 1% level after

Bonferroni correction over loci (Table 4).



Population of Botucatu presented negative

value of Fj, indicating heterozygous excess.

Test of recent Bottleneck

Wilcoxon sign-rank test for recent population
bottlenecks was not significant for any of the
populations. However, the difference
between heterozygosity at mutation drift
equilibrium and gene diversity was smaller in
Botucatu than in the other populations (data

not shown).

Population genetic structure
The hierarchic Analysis of Molecular
Variance (AMOVA, not shown) evidenced
that 75.73%, 12.81% and 11.46% of the total
molecular genetic diversity are attributable to
differences among individuals  within
populations, among populations within
ecosystems and  among

respectively. The AMOVA made with

ecosystems,

artificial  populations representing the
varieties showed that differences between
these faxa correspond to 25.38% of the total
genetic diversity sampled (@, =0.25, not
shown).

Minor non-hierarchic AMOVAs (not shown)
evidenced significant (P< 0.001)
differentiation among populations and
ecosystems (@, = 0.23,9, =0.18,
respectively). Given the particular
characteristics of Botucatu sampling site
(small size and recent colonization, see
DISCUSSION section), we also calculated

the differentiation among populations

without this population, and @, decreased

from 0.23 to 0.17. Mean pairwise P
between populations (not shown) was 0.23,
ranging from 0.04 (between Caetetus and
Porto Ferreira) to 0.56 (between Botucatu
and Santa Virginia). No significant
relationship was found between pairwise
genetic and geographical distance for all
populations (Mantel test r = -0.064, P =
0.524). When Botucatu was excluded of the
data set, the value for the r coefficient
became positive, but was not significant
(Mantel test r = 0.225, P = 0.139). When
pairs of ecosystems were compared, highest
differentiation was observed between the
Cerrado and other ecosystems (@, > 0.20),
while Semideciduous Forest and Ecotones
presented the lowest value of &, (0.05).

The rates of migration per generation
obtained with MIGRATE are summarised in
Table 5. The smallest numbers of immigrants
were observed from and to the Cerrado.
Mean number of immigrants per generation
among ecosystems was 1.87.

Bayesian analysis made by STRUCTURE
with increasing K from 1 to 10 provided
support for two and three ancestral
populations. The predictor of real number of
K (4K, proposed by Evanno et al. 2005)
indicates that there is poor statistical support
for K>3 (Fig. 2).

Bayesian admixture analysis at K =2 (Fig. 3)
indicated that the majority (86%) of the
individuals are pure (coefficients for each
individual Q@ > 0.950 or Q < 0.050). When
comparing the pure individuals of each

cluster to our morphological classification, a



great similarity was found (80%), meaning
that the Bayesian analysis clustered the
individuals according to the variety. This
allows us to consider individuals with Q
values between 0.05 and 0.95 as hybrids
between the two varieties. While those
hybrids accounted for only 7.5% of the total
number of individuals of the populations of
Atlantic Forest, Semideciduous Forest and
Cerrado (only Botucatu), they accounted for
23% of the ecotones (Mogi-Guagu and Porto
Ferreira), and for 28% of the population of
Assis (Cerrado), which harbours the two
varieties but is not an ecotone. If these three
mixed populations are considered separately,
little agreement (60%, instead of 80%)
between the bayesian admixture analysis and
the morphological classification of the
individuals is observed. In Assis, 86% of the
disagreements are due to individuals
morphologically considered as var. lingua
that were considered to be hybrids by the
bayesian analysis. In Mogi-Guacu and Porto
Ferreira, 47% and 67% of the disagreements
(respectively) are due to phenotypically
dubious individual which were revealed to be
pure var. sylvestris specimens.

At K=3, clustering highly accorded to the
ecosystems sampled (Fig. 3). At K=4, the
population of Carlos Botelho became
separated from the other populations of the
Evergreen Forest (not shown), and this
follows up to reach, at K=9, the nine

populations sampled (not shown).

DISCUSSION

Detection of clones

There are two non-exclusive explanations to
the presence of clones in the populations.
First, the dense arrangement of individuals
with shrub-like habit in Botucatu leads to
sampling errors. Second, the presence of
clones due to sprouting of root buds was
suggested by Rodrigues et al. (2004) to be a
common feature in tree species of
Semideciduous Forest (as Caetetus and
Mogi-Guacu) or under fire regime (as
Botucatu). Presence of clones is increased in
dry xeric environment as an adaptive strategy

for improving survival (Lhuiller et al. 2006)

Partial Genome Duplication in C. sylvestris
Microsatellite markers allowed us to detect
the occurrence of partial genome duplication
in C. sylvestris. We can not distinguish
between small-scale duplication (segmental
duplication) and aneuploidy (one or more
chromosomes entirely duplicated) with the
tools utilized in this work. The genus
Casearia has been recently suggested to fit
among the Salicaceae (APG II 2003), for
which aneuploids has been reported in the
genus Populus (Bradshaw Jr. & Stettler 1993,
Cervera et al. 2001, Yin et al. 2004).
Aneuploidy in C. sylvestris must be
cytologically verified.

Partial genome duplication in C. sylvestris
may represent an important difference
between the two varieties, as it was verified
in no more than 8% of var. sylvestris

individuals while revealed in about 68% of



var. lingua individuals. It is important to have
in mind that identical copies of the duplicated
genes do not appear in the electrophoresis gel,
implying that the real number of partially
duplicated-genome individuals in var. lingua
can reach 100%. Segmental duplication
generate paralogous gene pairs which may be
subject to changes in DNA sequence or gene
expression, leading to sub- or neo-
functionalization (Cui et al. 2006). The
establishment of duplicate-gene cytotypes
can result in operational heterozygosity and
increased genetic variation, and this can be
used to exploit unstable habitats (Lawton-
Rauh 2003). Thus, it is possible that var.
lingua take advantage of this condition to
challenge the xeric habitats in which it dwells.
Table 3 shows higher percentage of partially
genome-duplicated individuals in the Cerrado,
followed by the ecotones, which is explained
by the higher percentage of var. lingua

present in these ecosystems.

FPatterns of genetic diversity at population
and ecosystem level

Although fragmentation and population size
reduction are expected to decrease gene
diversity (Young et al. 1996), apart from
Botucatu (which presents a reduced size area
and its an ancient cattle pasture recently
colonized by C. sylvestris), gene diversity
observed was not positively correlated to
fragment size or conservation status: Porto
Ferreira and Assis, relatively small and
disturbed populations, presented the higher
values of H, detected (0.763 and 0.720,

respectively). This may be explained by the
presence of the two varieties in these
populations (and also in Mogi-Guagu, whose
H, = 0.641). In these “mixed” populations,
even considering only the individuals of the
major variety found (var. sylvestris in Porto
Ferreira, var. lingua in Assis), H, was still
higher than in the other populations (0.722
and 0.684, respectively), which may be
explained by allelic introgression from minor
to major faxa in these populations.

All populations present significant departures
from HWE after Boferroni correction. This
can be caused by matting system (Loveless &
Hamrick 1984), null alleles (van Oosterhout
et al. 2004), statistical sampling (Weir 1996)
or intrapopulation substructure (Hartl &
Clark 1997). Although C. sylvestris is most
likely outcrossing (see below), we do not
have any information of preferential
crossings among related individuals, and
even self-crossing may occur. Null alleles are
thought to have been eliminated after the
MICRO-CHECKER analysis, but it is
possible that some hard-to-detect null alleles
remained. Statistical sampling is a possibility
due to relatively low number of individuals
sampled related to the high number of
different genotypes at microsatellite loci
existing in a population. Finally, a Wahlund
effect (Hartl & Clark 1997) may be
responsible for part of the departures from
HWE observed, since preliminary Bayesian
analyses within each population (data not
shown) evidenced some substructure in Assis,

Mogi-Guacu, Porto Ferreira and Botucatu



populations. It should be noted that the
Botucatu population presents negative value
of F;,; . This can be explained by the fact that
over 50% of the individuals of this
population  presented partial  genome
duplication: to obtain homozygote genotypes
of these individuals, it would be necessary
that all (three or four) gene copies were
identical, which is more difficult to occur
than when there are only two copies.

Genetic diversity parameters estimated per
locus for each ecosystem evidenced higher
variance in allele size and higher allele
richness (for several loci) in the ecotones.
Also, this ecosystem presented the highest
number of loci deviating from HWE for
several loci, with the higher values of Fj;. All
these parameters are consistent with more
frequent departures from random mating
occurring where two varieties occur (Lexer et
al 2005). Hybridization in these sites may
have resulted in increased levels of genetic
variability compared to pure var. lingua or

var. sylvestris populations.

Population genetic structure

Silva et al. (2006) used RAPD markers to
study populations of C. sylvestris in the
Cerrado and Atlantic Forest (but not in
ecotones). They observed that 84% of total
genetic  diversity was found among
individuals within populations, a result
similar to the obtained here. This pattern of
molecular diversity distribution is commonly
found in preferably outcrossing species

(Loveless & Hamrick 1984). C. sylvestris

presents hermaphrodite flowers similar to
those of Casearia grandiflora, a related
species showing auto-incompatibility systems
(Machado & Oliveira 2000). Thus, although
C. sylvestris mating system has never been
directly studied, we suggest that it is
preferably outcrossing. Other probably
outcrossing tree species studied (with
different markers) in Brazilian Cerrado and
Atlantic Forest showed similar patterns of
population  structure [e.g.  Esenbeckia
leiocarpa, Cariniana legalis, Cecropia
pachystachya, Maytenus aquifolia
(Kageyama et al. 2003), Eugenia dysenterica
(Zucchi et al. 2003)]. Significant (P<0.001)
differentiation =~ among C. sylvestris
populations was here evidenced by the &
value obtained (@, = 0.17 among all
populations excluding Botucatu). According
to Balloux & Lugon-Moulin (2002), and
references therein, a value of F,, between
0.15 and 0.25 indicates large differentiation
among populations.

No correlation between genetic and
geographic distances was found when all
populations were considered, and this may be
related to landscape fragmentation, which
increases  genetic  divergence  among
populations due to genetic drift and reduction
of gene flow (Young et al. 1996). Soares et al.
(2008) studied populations of Dipterix alata
in a fragmented landscape of Cerrado and
observed that genetic discontinuities found
coincided with regions of more intense

human occupation. Impact of Atlantic

Forest/Cerrado fragmentation on gene flow is



suggested for several other tree species (e.g.
Collevatti et al. 2001, Ribeiro et al. 2005).
Among-ecosystem relationships were
evidenced by analysing gene flow between
pairs of ecosystems by the analysis made by
MIGRATE, which evidences long-term gene
flow (Pearse & Crandall 2004). Results
revealed higher connectedness between the
Semideciduous and Evergreen Forest,
ecosystems that harbours exclusively the var.
sylvestris. The smallest numbers of
immigrants were observed from and to the
Cerrado, which, contrary to the other
ecosystems, harbours almost exclusively var.
lingua. Levels of gene flow detected were, in
a general manner, relatively low (smaller
than 2.0, on average). Although one migrant
per generation is considered sufficient to
prevent differentiation caused by genetic drift,
Wang (2004) demonstrated that in the
stepping-stone migration model, higher levels
of gene flow would be necessary.
Clusterization made by STRUCTURE at K=3
(Fig. 3) arranged the individuals in a manner
that highly corresponds to the ecosystems
sampled, and individuals sampled in the
ecotones appears as inheriting their genome
from Cerrado or/and Semideciduous Forest,
as expected. The agreement of the clusters
with the ecosystems sampled indicates a non-
random distribution of the alleles among the
ecosystems. It may be stressed here that 4K
(Fig. 2) indicates poor statistical support for
K>3, i.e., subdivision of the specie’s genetic
diversity in different ecosystems is very

strong, and each ecosystem, rather than the

sampling sites, behaves as a discrete unit.
This is also valid for the varieties, as it will

be discussed below.

Relationships between varieties

Apart from the different levels of partial
genome duplication observed between
varieties, other results suggest divergence
between these taxa. Of the 155 alleles
detected, only 63.23% are shared by the two
varieties, the rest being private to one or
other variety. The AMOVA detected that
approximately 25% of the total genetic
diversity sampled is attributable to genetic
differences between varieties (@, = 0.25).
This result is comparable to the observed
between Croton alabamensis varieties
separated by more than 1000 km (Van Ee et
al. 2006) and between two species of lliamna
(Malvaceae) (Slotta & Porter 2006).
Although there is no absolute measure of
genetic  differentiation for determining
species separation (Morgan-Richards &
Wolff 1999), this result indicates strong
differentiation between the two taxa.

The most striking result about the divergence
between the two C. sylvestris varieties is
provided by the Bayesian analysis of
population ancestry for each individual. The
clusters obtained at K=2 highly agree with
our morphological classification at the
variety level. Thus, regardless of being
morphologically recognizable, the two
varieties present also significant differences
at neutral (microsatellite) loci, behaving as

independent evolutionary units.



Our field work indicated that the two
varieties meet only in ecotonal regions
between Semideciduous Forest and Cerrado,
or where two different vegetation formations
come in contact (e.g. the Cerradio and
Cerrado sensu stricto in Assis). As expected,
the populations harbouring the two varieties
contains a higher number of hybrids
(approximately 25% of the individuals
sampled) which displays a wide range of
admixture proportions (revealed by Q values),
suggesting the co-existence of many hybrid
generations and backcrosses. According to
these observations, these regions may be
considered as hybrid zones, a pattern
extensively reported in the literature at the
species level (e.g. Fritsche & Kaltz 2000,
Lexer et al. 2005, Valbuena-Carabana et al.
2005, Remington & Robichaux 2007).

The study of plant species hybrid zones in the
Cerrado/Atlantic Forest geographic region is
incipient. A putative hybrid zone was studied
by Lacerda et al. (2002) and Goulart et al.
(2005), in ecotonal regions where species of
Plathymenia reticulata (from Cerrado) and P.
foliolosa (from Atlantic Forest) meet.
Authors evoked the “refuge theory” to
explain the origin of the two species: changes
in vegetation cover and distribution of plant
species during the climatic changes of the
Pleistocene would have restricted some
populations to dry areas, which may have
evolved into P. reticulata, whereas
populations of warmer and humid refuges
evolved into P. foliolosa. This may be

applicable to Casearia sylvestris populations

in the same geographic region, leading to the
differentiation between populations from
humid refuges (which may have evolved into
var. sylvestris) and xeric areas (which may
have evolved into var. lingua).

Habitat specificity of hybrids between the
two varieties of C. sylvestris would be one
reasonable explanation for the co-existence
of these two forms face to gene flow and
hybridization. Indeed, the ecotones studied
seem to be intermediate habitats, and
ecological selection may play an important
role as parental habitats take part. This
pattern (of environmental selection-gradient
model) was observed by Fritsche & Kaltz
(2000) in hybrid zones of Prunella
(Lamiaceae): the position and width of the
hybrid zone studied appear to be maintained
by diverging selection pressures on the
gradient, with local adaptation of the parental
species at both ends. As some traits of var.
lingua (compact habit, smaller, coriaceous
leaves) seem to be associated to the harsh
habitats where it grows, morphological
characters that distinguish the two taxa may
be maintained by strong disruptive selection
(as suggested by Morgan-Richards & Wollff,
1999, for Plantago major ecotypes) and
differential gene flow (as observed by
Lawton-Rauh et al., 2007, in Dubautia
species). Also, given the little gene flow
detected between Atlantic Forest and Cerrado,
it is reasonable to propose that the ecological
differences between these habitats (e.g.
different pollinators, habitat preference of

pollinators and seed dispersers, different



pluviometric regimes leading to flowering
asynchrony) represent strong barriers to gene
exchange between the varieties, helping
maintain the faxa separated.

It would be interesting to verify if there are
preferential crossings or partial reproductive
barriers between the two faxa in the ecotones.
During sampling procedure, we observed that
pure parental forms are  persisting
sympatrically with intermediate forms. Our
field annotations indicate absence of
flowering synchrony between the two
varieties (in Assis, Mogi-Guacu and Porto
Ferreira, we observed that only individuals of
var. lingua were flowering), but there is no
statistical robustness in this analysis, and

more detailed studies would be necessary.

Implications for taxonomy, conservation and
pharmacology

Although Torres & Ramos (2007), in a recent
taxonomic treatment of Casearia species
from Sao Paulo State, did not recognize
varieties for C. sylvestris, our results suggest
that the two taxa may be considered
separately. However, more detailed studies
would be required, especially quantitative
genetic analyses on morphological and
adaptive traits to separate genetic effects
from environmental effects. For conservation
purposes, we believe that the two varieties
shall be considered separately, because of the
genetic differences detected between them.
Ecosystems studied showed to contain
different genetic resources, and ecotones

must be viewed as areas of important genetic

diversity of the species. Pharmacological
essays utilizing C. sylvestris should consider
the existence of two varieties, and the variety

used in these studies should be reported.
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Table 1. Main characteristics of C. sylvestris populations sampled. N =

individuals sampled

number of

Population N

Ecosystem

Coordinates Altitude (m) Pluviosity (mm) Temp.(°C) Area (ha) Dry season

Site characteristics

Ilha Anchieta 32
Santa Virginia 39

Carlos Botelho 51

Morro do Diabo 54 Semidecidual Forest

Caetetus 33 Semidecidual Forest

Mogi-Guagu 47
Porto Ferreira 45
Assis 46

Botucatu 29

Evergreen Forest
Evergreen Forest

Evergreen Forest

Ecotone

Ecotone

Cerrado

Cerrado

23°32'S
45°03'W
23°20'S
45°08'W
24°02'S
47°57'W
22°30'S
52°19'W
22°23'S
49°42'W
22°15'S
47°11'W
21°51'S
47°25'W
22°34'S
50°24'W
22°56'S
48°27'W

100

900

800

450

600

650

560

550

850

2,500

3,000

2,100

1,500

1,200

1,300

1,400

1,400

1,400

22.4

20.0

20.0

20.0

19.4

828

17,000

37,000

34,000

2,178

980

612

1,170

33

absent

absent

absent

moderate

moderate

moderate

moderate

severe

severe

oceanic island/ moderate
disturb

part of a larger continuous
forest/low disturb

part of a larger continuous
forest/low disturb

large fragment isolated/low
disturb

medium fragment isolated/
medium disturb

fragmented/disturbed
fragmented/disturbed

fragmented/disturbed

very small fragment isolated
and disturbed

Table 2. Number of C. sylvestris individuals of each variety (classification based in the

morphology) and total sampled in each population and ecosystem.

Ecosystems/Populations var. sylvestris  var. lingua dubious morphology  Total sampled

Evergreen Forest 122 - - 122
ITha Anchieta 32 - - 32

Santa Virginia 39 - - 39

Carlos Botelho 51 - - 51
Semideciduous Forest 87 - - 87
Morro do Diabo 54 - - 54
Caetetus 33 - - 33

Ecotones 48 10 34 92
Mogi-Guagu 16 6 25 47

Porto Ferreira 32 4 9 45
Cerrado 4 68 3 75
Assis 4 39 3 46

Botucatu - 29 - 29
Total 261 78 37 376




Table 3. Main parameters estimated for each locus per ecosystem, including percentage of
partially genome-duplicated individuals sampled (% g-d ind.), allele richness (number of
observed alleles per population after correction for the sample size for 63 individuals by the
rarefaction method), variation in allele size in base pairs (Var,), expected heterozigosity (H,)

and Wright’s Fixation Index (Fj).

Csy_04 Csy_06 Csy_07 Csy_09 Csy_11 Csy 14 Csy 15 Csy_16 Csy_18

% g-dind.  Evergreen Forest 090  2.88 0.00 093  2.65 0.00 1.92 0.00 0.00
Semidecidual Forest 649  4.17 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Cerrado 36.51 423 0.00 8.00 588 1757 1231 0.00 0.00
Ecotones 1429  1.16 260 7.69 349 3.37 4.60 2.25 0.00
Allele Richnes Evergreen Forest 1276 19.64 6.43 856 17.63 924 1510 3.80 8.94
Semidecidual Forest 11.76  17.75 1296 694 11.87 682 1685 599 9.43
Cerrado 1400 1053 994 879 1755 696 13.88 4.68 5.66
Ecotones 1478 1997 1275 11.58 15.83 7.62 1592 6.60 8.80
Var Evergreen Forest 52 38 30 14 28 22 34 10 40
Semidecidual Forest 52 38 30 14 28 22 34 10 40
Cerrado 50 40 30 15 38 18 34 8 24
Ecotones 52 50 32 24 42 24 36 16 42
He Evergreen Forest 0.831 0911 0.163 0.668 0.880 0.613 0.779 0.408 0.710
Semidecidual Forest 0.612 0924 0.880 0.401 0.807 0.426 0.890 0.595 0.701
Cerrado 0.834 0.613 0.641 0.741 0.838 0.679 0.860 0.521 0.252
Ecotones 0.614 0.885 0.870 0.785 0.830 0.482 0.869 0.574 0.622
Fis Evergreen Forest 0.148%* 0.244** 0.419%* 0.151*%* 0.018 0.158 0.387** 0.145 0.319**
Semidecidual Forest 0.009 0.18** 0.655**% 0.197** 0.012 0.287** 0.504** 0.134** (.128
Cerrado 0.075 -0.233%*(.834** 0.394** (0.095 -0.307** 0.149%** -0.145** 0.111
Ecotones 0.164** 0.231%* (0.734** (.151 0.304** 0.375%* 0.357** 0.261** 0.139

** Significance test of HW departures; threshold adjusted using Bonferroni correction: P

(1%) < 0.00556 corresponding to P<0.01



Table 4. Diversity parameters observed per population: Mean n,, mean number of observed
alleles per population; Corr. Mean n,, mean number of observed alleles per population after
correction for the sample size for 20 individuals by the rarefaction method; H,,
heterozygosity expected; H,, heterozygosity observed; F;, Wright’s Fixation Index; P HW,
P-values for the HWE test, significance threshold adjusted using Bonferroni correction: P

(1%) < 0.000124 corresponding to **: P<0.01.

Population Mean n, Corr. Meann, H, H, F P-HW
Evergreen Forest 12.3 11.3 0.662 0.530 0.199
Ilha Anchieta 8.8 7.9 0.648 0.513 0.208  0.0001 **
Santa Virginia 8.9 7.4 0.593 0.524 0.117  0.0001 **
Carlos Botelho 8.9 7.4 0.607 0.546 0.100  0.0001 **
Semideciduous Forest 11.3 11.2 0.693 0.522 0.247
Morro do Diabo 9.8 8.1 0.677 0.513 0.243 0.0001 **
Caetetus 9.2 8.6 0.677 0.539 0.204  0.0001 **
Ecotones 13.4 12.6 0.725 0.502 0.308
Mogi-Guagu 9.7 7.8 0.641 0.468 0.270  0.0001 **
Porto Ferreira 12.3 9.8 0.763 0.539 0.294  0.0001 **
Cerrado 10.4 10.2 0.664 0.591 0.110
Assis 10.0 8.0 0.720 0.564 0217  0.0001 **
Botucatu 3.1 2.8 0.382 0.640 -0.672  0.0001 **
Mean (populations) 9.0 8.5 0.660 0.542 0.179
Mean (ecosystems) 11.9 11.3 0.686 0.538 0215
Total 0.771 0.534 0.307

Table 5. Number of effective immigrants per generation among ecossystems detected by the

ML analysis made by MIGRATE.

to Evergreen Forest to Semidecidual Forest to Cerrado to Ecotones

from Evergreen Forest _ 1.5796 1.0310 1.9492
from Semidecidual Forest 2.7803 _ 1.4652 1.4794
from Cerrado 1.4176 0.9233 1.4978

from Ecotones 1.4193 1.6520 1.2282




Figure 1: Map showing (approximatively) the original ecosystems’ distribution in Sao Paulo
state and populations of Casearia sylvestris Sw sampled. AS = Assis, BT = Botucatu, CB =
Carlos Botelho, CT = Caetetus, IA = Ilha Anchieta, MD = Morro do Diabo, MG= Mogi-
Guagu, PF = Porto Ferreira, SV = Santa Virginia.

Atlantic
Ocean

[ Cerrado
[] Semidecidual Atlantic Forest
= Evergreen Atlantic Forest




Figure 2 4K value for each K, calculated as AK = mIL"(K)I/s[L(K)] (Evanno et al., 2005).
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Figure 3. Clustering of individuals made by STRUCTURE at K=2 and K=3. Individuals are
represented by vertical coloured lines. Same colour in different individuals indicates that
they pertain to the same cluster. Different colours in the same individual indicate the

percentage of the genome which was inherited from each cluster.
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CAPITULO II

DIVERSIDADE QUIMICA EM POPULACOES DE
Casearia sylvestris Sw (SALICACEAE) NO ESTADO DE SAO PAULO

Nesta pesquisa foi observada a diversidade quantitativa e qualitativa de
casearinas em amostras de Casearia sylvestris Sw. oriundas de nove localidades no
Estado de Sao Paulo, representando alguns dos diversos ambientes onde esta espécie
ocorre.

Amostrou-se em duas dreas de Cerrado [Estagdo Ecoldgica (E.E.) de
Assis e Floresta Estadual (F.E) de Botucatu], em trés areas de Floresta Ombréfila
Densa [Parque Estadual (P.E.) Carlos Botelho, P.E. da Serra do Mar nicleo
Picinguaba e P.E. da Serra do Mar nicleo Santa Virginia], em duas dreas de Floresta
Estacional Semidecidual (E.E. Caetetus e P.E. Morro do Diabo) e em dois ecotonos
entre o Cerrado e a Floresta Estacional Semidecidual ( P.E. de Porto Ferreira e E.E.
de Mogi-Guagu). Em cada uma destas localidades, 12 individuos foram amostrados,
totalizando 108 amostras (estas 108 amostras fazem parte daquelas 376 que foram
analisadas geneticamente — Cap. I).

Dois tipos de amostras foram preparados: o primeiro tipo compde-se de
um conjunto de folhas de cada um dos 108 individuos, retiradas do ter¢co médio de
um ramo maduro, obtidas no campo e imediatamente armazenadas em envelope de
papel pardo, e acondicionadas em embalagem pléstica contendo silica gel. O segundo
tipo de amostra coletada compde-se de folhas que foram obtidas de estacas (clones
dos mesmos individuos amostrados no campo) cultivadas durante um ano em casa de
vegetacdo. Como os compostos quimicos podem variar de acordo com as condi¢des
da coleta e do ambiente onde a planta se desenvolveu, considerou-se interessante

excluir estes efeitos para a realizacdo das andlises quimicas. Isto permitiria uma



comparagdo mais direta entre as amostras obtidas nos diferentes locais, isto €, as
diferencas observadas entre as amostras oriundas de cada populacdo poderiam ser
atribuidas com mais seguranca ao componente genético. J4 a comparagdo entre os
dois tipos de amostra (folhas do campo e folhas das estacas) para um mesmo
individuo, e também entre as amostras de folhas obtidas diretamente em cada
Unidade de Conservagdo, permitiria observar os efeitos do ambiente sobre a
diversidade e quantidade de casearinas.

Para o cultivo das estacas em casa de vegetacdo, determinou-se
experimentalmente um tratamento para o enraizamento de estacas de C. sylvestris,
uma vez que, de acordo com os pouquissimos relatos na literatura, € muito dificil
obter estacas enraizadas desta espécie.

Os resultados destes experimentos foram transformados em um artigo
cientifico, que foi submetido ao periddico Acta Botanica Brasilica (Sociedade
Botanica do Brasil) em dezembro de 2006 (no entanto ainda ndo se recebeu nenhum
parecer a respeito). Este artigo, intitulado “Enraizamento de estacas de Casearia
sylvestris Sw. (Salicaceae) tratadas com dcido indolbutirico”, é aqui apresentado
(Cap. II. 1). Fotografias das estacas sendo enraizadas sdo apresentadas na Figura 9.

Infelizmente, no decorrer do ano de 2007, muitas estacas morreram,
tendo restado apenas 46. Todas estas plantas foram entdo utilizadas para as andlises
quimicas, embora nem todas as populagdes estejam representadas.

A metodologia de anédlise de diversidade de casearinas, e os resultados
obtidos sdo apresentadas e discutidos no Cap.ll.2., onde apresenta-se o artigo
“Diversidade de casearinas entre e dentro de populacdes de C. sylvestris Sw.

(Salicaceae)” (ainda ndao submetido para publicacao).



Figura 9. Fotografias do experimento de enraizamento de estacas.



CAPITULO II

DIVERSIDADE QUIMICA EM POPULACOES DE
Casearia sylvestris Sw (SALICACEAE) NO ESTADO DE SAO PAULO

1. Enraizamento de estacas de Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)

tratadas com acido indolbutirico
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RESUMO - (Enraizamento de estacas de

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) tratadas
com dcido indolbutirico). Casearia sylvestris
Sw. (Salicaceae) é uma espécie arbdérea que
apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas. Apesar do interesse comercial,
a guacatonga ndo € cultivada, sendo obtida por
extrativismo. A propagacdo vegetativa seria
uma maneira de minimizar a pressdo
extrativista, além de favorecer a manutencdo
de colecdes de germoplasma. O presente
trabalho teve como objetivo estudar condi¢des
favordveis a propagacdo vegetativa de C.
sylvestris, utilizando-se de dois tipos de
estacas, tratadas por imersdo lenta em solugdo
com diferentes concentracdes de Acido
Indolbutirico (AIB). No total, foram utilizadas
360 estacas, distribuidas em 18 tratamentos
(experimento fatorial 9 x2) em delineamento
inteiramente casualizado. Cem dias apds a

instalacdo do experimento registrou-se o

nimero de estacas vivas e o nimero de estacas
com raiz. Foi feita Andlise de Variincia
através do programa estatistico SAS v.8.2
(Statistical Analysis System). Estacas apicais
mostram-se  mais  adequadas para o
enraizamento do que estacas medianas. A
concentragdo de 60 ppm garante maior
sobrevivéncia de estacas, enquanto que a
concentragdo de 90 ppm mostra-se a mais
adequada para o enraizamento. Porém estes
resultados ndo sdo estatisticamente diferentes
daqueles obtidos nas concentragdes mais
baixas de AIB. Concentrag¢des superiores a 90
ppm mostram-se inadequadas.

Palavras-chave: Casearia sylvestris, estaquia,

AIB, propagacdo vegetativa

ABSTRACT - (Effect of indolebutyric acid
on rooting ability of Casearia sylvestris Sw. -
Salicaceae)

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) is a tree
species which presents pharmacological
properties. Despite its commercial interest,
this species is not cultivated. Vegetative
propagation could help minimize collection
pressure over native populations and to
maintain germplasm banks. The present work
aimed to establish favorable conditions for
vegetative propagation of C. sylvestris through
two types of cuttings treated with different
indolebutyric acid (IBA) concentrations. A
total of 360 cuttings were utilized, distributed
in 18 treatments (9 x 2 fatorial experiment) in
a completely randomized design. After 100
days, the number of cuttings alive and the
number of rooted cuttings was registered. The
Statistical Analysis System (SAS v.8.2) was
utilized for the data analysis. Apical cuttings

showed to survive and root more efficiently.



The concentration of 60 ppm of IBA resulted
in the higher number of alive cuttings, while
the concentration of 90 ppm of IBA resulted in
the higher number of rooted -cuttings.
However, results were not statistically
different from those obtained with lower IBA
concentrations. IBA concentrations superior to
90 ppm showed to be inadequate.

Key-words: Casearia sylvestris, cuttings, IBA,

vegetative propagation

Introducao

Casearia sylvestris Sw, ou
guagatonga, ¢ uma espécie arbérea de
ampla ocorréncia no Cerrado e Mata
Atlantica, que apresenta diversas
propriedades de interesse
farmacoldégico. O género Casearia,
que na América Tropical ¢
representado por aproximadamente 75
espécies (Torres & Yamamoto, 1986),
¢ tradicionalmente considerado como
pertencente a Familia Flacourtiaceae
(Joly, 1998). No

Flacourtiaceae foi

entanto,
recentemente
considerada um grupo nao
monofilético, e o género Casearia
passou a ser considerado como
pertencente a Familia Salicaceae
(Souza & Lorenzi, 2005).

Os compostos quimicos
produzidos por esta espécie tém
despertado o interesse de diversos

grupos de pesquisadores,

principalmente pela sua acdo no
tratamento da ulcera e do cincer. Tais
compostos vém sendo testados como
antibioticos, anticancerigenos,
inibidores da replicacdo do HIV, entre
outras atividades. (Itokawa et al., 1988,
Itokawa et al., 1990, Morita et al.,
1991). O interesse nas propriedades
farmacoldgicas de Casearia sylvestris
pode ser evidenciado pelo grande
nimero de pesquisas realizadas com
esta espécie, tanto para a otimizacao
de métodos de extracdo, isolamento e
identificacdo de compostos, como em
busca de novas drogas (Borges et al.,
2000; Borges et al., 2001; Santos,
2001).

Apesar do interesse comercial,
a guacatonga, como a maioria das
espécies de interesse farmacoldgico
nativas do Brasil, ndo é cultivada,
sendo obtida por extrativismo (Silva,
2003). A propagacdo vegetativa,
através de estacas, seria uma maneira
de minimizar a pressdo extrativista,
possibilitando seu cultivo em larga
escala. Pereira et al. (2003), obtiveram
13% de estacas de Casearia sylvestris
enraizadas, evidenciando a dificuldade
de obtencdo de estacas enraizadas

desta espécie.



O presente trabalho teve como
objetivo a propagacdo vegetativa de
Casearia sylvestris pelo processo da
estaquia, utilizando-se de dois tipos de
estacas tratadas com  diferentes
concentra¢des de Acido Indolbutirico
(AIB), visando contribuir com o
aciimulo de conhecimentos

necessdarios para o cultivo desta

espécie.

Material e Métodos

O experimento foi realizado

em area experimental do
Departamento de Horticultura,
Fazenda  Experimental = Lageado,

pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Unesp, Campus de
Botucatu, localizada a 22° 50’ 42” de
latitude sul e a 48° 25 59”7 de
longitude a oeste, com altitude de
784m. O clima da regido € do tipo
Cwb, que significa mesotérmico com
inverno seco, conforme a classificagao
de Koeppen. (Lauretti et al., 2001). O
experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo protegida por pléastico e
sombrite (50%), com microaspersor
funcionando por 1 minuto a cada 50
minutos.

O Experimento foi montado no

dia 22 de novembro de 2005, com

estacas obtidas no campus de Rubido
Junior, UNESP, Botucatu, de arvore
previamente identificada pela Dra.
Roseli B. Torres (Instituto
Agrondmico de Campinas). Foram
utilizados dois tipos de estacas: 1.
estacas apicais, obtidas da por¢ao mais
apical (ndo lenhosa) de cada ramo e 2.
estacas chamadas aqui de “medianas”,
obtidas da por¢do mais apical de cada
ramo apos a retirada das estacas do
tipo 1. Todas as estacas possuiam
aproximadamente 5 gemas e entre 3 e
5 folhas. O menor espacamento entre
as gemas existentes na por¢ao mais
apical do ramo resultou em estacas de
diferentes tamanhos, isto €, as estacas
apicais apresentavam
aproximadamente 7 cm enquanto que
as medianas apresentavam
aproximadamente 12 cm.

Foram testadas 9 diferentes
concentra¢des de Acido Indol Butirico
(AIB), a saber: O ppm (dgua destilada),
30 ppm, 60 ppm, 90 ppm, 120 ppm,
150 ppm, 300 ppm, 450 ppm e 600
ppm. Foi realizada uma imersao lenta
(24 horas) das estacas em solugdo
contendo AIB em 4gua destilada.
Apés o tratamento com AIB, as
estacas foram colocadas em bandejas

de isopor contendo vermiculita. No



total, foram utilizadas 360 estacas,
distribuidas em 18 tratamentos

(experimento fatorial 9 x2) em

delineamento inteiramente casualizado.

Cada tratamento constituiu-se de 4
repeticdes de cinco estacas (apicais ou
medianas)  tratadas com  uma
determinada concentracdo de AIB,
totalizando 72 parcelas. 0]
experimento foi avaliado
aproximadamente 100 dias apds a
instalacilo. Em  cada  repeti¢do
observou-se o nimero de estacas vivas
e o nimero de estacas com raiz.

Foi feita uma anélise estatistica
baseada em Andlise de Varidncia e
Teste de Tukey, através do programa
estatistico SAS v.8.2 (Statistical
Analysis System), para verificacdo da

significancia estatistica dos resultados.

Resultados e discussao
As estacas apicais
apresentaram uma maior porcentagem

de sobrevivéncia e de enraizamento,

conforme pode ser observado na Fig. 1.

A porcentagem de sobrevivéncia de
estacas apicais, decorridos 100 dias da
instalacdo do experimento, foi de
aproximadamente 60%, enquanto que
apenas aproximadamente 25% das

estacas medianas sobreviveram. Com

relacdo ao enraizamento, as estacas
apicais também apresentaram
melhores resultados (21,1%) do que as
estacas medianas (7,7%). O Teste de
Tukey confirma a existéncia de duas
classes estatisticamente distintas de
estacas (A e B). De acordo com a
andlise de variancia, o tipo de estaca
utilizado resultou em diferencas
significativas na sobrevivéncia
(p<.0001, Tab. 1) e enraizamento
(p<0.05, Tab. 2).

Estes resultados indicam que a
utilizacdo de estacas apicais, pouco
lignificadas, é muito mais eficiente do
que o uso de estacas medianas.
Resultados semelhantes foram obtidos
por Bastos et al. (2004), em
experimentos de enraizamento de
estacas de caramboleira (Averrhoa
carambola L.).

Os resultados da andlise de
varidancia  mostram  que  houve
diferenca  significativa entre o0s
tratamentos de concentragdo de AIB
com relacdo a sobrevivéncia (p<.0001,
Tabela 1) e com relacio ao
enraizamento (p<0.01, Tab. 2). Com
relagcdo a porcentagem de
sobrevivéncia, os dados indicam que

houve uma intera¢do entre o tipo de

estaca e a concentragdo de AIB (Tab.



1), ndo tendo esta influencia sobre o
enraizamento, entretanto.

Pode-se observar, através da
Fig. 2, que os melhores resultados
foram obtidos com concentracdes de
AIB inferiores a 120 ppm. O Teste de
Tukey classificou os tratamentos de
concentracdo de AIB em 3 grupos (A,
B e C) com relagdo a sobrevivéncia de
estacas. As parcelas dos tratamentos
de 60 ppm de AIB apresentam médias
estatisticamente superiores as demais,
apresentando a maior porcentagem de
sobrevivéncia de estacas (50%). Com
relacdo ao enraizamento de estacas, o
Teste de Tukey identificou dois grupos
distintos (A e B), tendo as parcelas dos
tratamentos de 90 ppm médias
estatisticamente superiores as parcelas
demais tratamentos, apresentando a
maior porcentagem de enraizamento
(25%).

Os tratamentos de 60 ppm
foram o0s que garantiram maior
sobrevivéncia de estacas, sendo
estatisticamente diferentes dos
tratamentos com concentracoes
maiores do que 120 ppm. No entanto,
nao foram significativamente
diferentes dos demais tratamentos

(inferiores a 120 ppm). J4 com relagcao

ao enraizamento de estacas, os

tratamentos de 90 ppm mostraram-se
superiores, média de enraizamento das
parcelas estatisticamente diferentes
das dos tratamentos classificados
como “B” pelo teste de Tukey.
Entretanto, nio diferiram
significativamente dos tratamentos
“AB”, todos eles inferiores a 150 ppm
(com excecdo do tratamento de 300
ppm).

De acordo com o Teste de
Tukey, portanto, as concentragdes de
AIB entre 0 ppm e 90 ppm produzem
resultados estatisticamente
semelhantes. Isto €, as porcentagens de
sobrevivéncia e enraizamento obtidas
sugerem que a melhor faixa de
concentracdo de AIB estd entre 60 e
90 ppm, porém os testes estatisticos
ndo apontam diferengas significativas
entre estas concentragdes € 0s
tratamentos testemunha (O ppm).

Andrade & Martins (2003), ao
estudarem o efeito de diferentes
concentragcdes de AIB sobre a
sobrevivéncia e enraizamento de
estacas de citros, nao observaram
diferencas estatisticamente
significativas para tratamentos com

concentragdes de AIB variando de 0 a

400 mg/L.



As condi¢des de umidade e
temperatura da casa de vegetacao
utilizada  parecem  assegurar  a
sobrevivéncia das estacas, que por fim
acabam enraizando mesmo sem a
presenca de  hormonios. Em
experimentos preliminares (dados nao
mostrados), estacas de C. sylvestris
permaneceram vivas € nao enraizadas
nesta mesma casa de vegetacdo por
mais de 120 dias, quando entdo
comecgaram a emitir raizes. Isto sugere
que as estacas podem enraizar mesmo
sem a presenga de hormonios
exdgenos, e explicaria as médias nao
significativamente  diferentes  dos
tratamentos entre 0 e 90 ppm.
Concentracdes de hormonio superiores
a 90 ppm sdo definitivamente
inadequadas, visto que causaram a
morte da maioria das estacas.

De modo geral obteve-se uma
baixa porcentagem de enraizamento de
estacas. A porcentagem mais elevada
(25%) apesar de ainda insatisfatoria,
foi superior aquela obtida por Pereira
et al. (2003), que obtiveram no
maximo 13% de estacas de Casearia
sylvestris enraizadas. Tal resultado foi

obtido pelos autores utilizando estacas

apicais tratadas com 500 ppm de AIB

em imersdo lenta, e ndo corrobora os

resultados aqui apresentados.
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Tab. 1 — Resultado da Andlise de Variincia em relagdo aos dados de sobrevivéncia

de estacas de C. sylvestris.

FV GL  SQ QM F p>F
TRAT 8 60.77 7.59 17.47 <.0001*
EST 1 15.12 15.12 34.78 <.0001*
TRAT*EST 8 16.00 2.00 4.60 0.0003%
bloco 3 1.69 0.56 1.30 0.2850

FV=fonte de variacdo; GL=graus de liberdade; SQ=soma de quadrados;
QM=quadrado médio; F=teste F' de Fisher; p=probabilidade de que o resultado
obtido é devido ao acaso; TRAT=tratamentos de AIB; EST=tipo de estaca;
TRAT*EST=interacao tratamento de AIB x estaca.

Tab. 2 —Resultado da Andlise de Variancia em relagao aos dados de enraizamento de

estacas de C. sylvestris.

FV GL  SQ QM F p>F
TRAT 8 9.62 1.20 3.00 0.0079%
EST 1 2.17 2.17 5.40 0.0241*
TRAT*EST 8 2.73 0.34 0.85 0.5626
bloco 3 1.20 0.40 1.00 0.4005

FV=fonte de variacdo; GL=graus de liberdade; SQ=soma de quadrados;
QM=quadrado médio; F=teste F' de Fisher; p=probabilidade de que o resultado
obtido € devido ao acaso; TRAT=tratamentos de AIB; EST=tipo de estaca;
TRAT*EST=interacao tratamento de AIB x estaca.
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Fig. 1 — Porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento de estacas de C.
sylvestris observada para cada tipo de estaca utilizada. As barras sob letras distintas
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significincia de 1% (sobrevivéncia)

e de 5% (enraizamento).
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Fig. 2 — Porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento de estacas de C. sylvestris
observada para cada tratamento de concentracdo de AIB utilizado. As barras sob
letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 0,1%

(sobrevivéncia) e de 1% (enraizamento).



CAPITULO II

DIVERSIDADE QUIMICA EM POPULACOES DE
Casearia sylvestris Sw (SALICACEAE) NO ESTADO DE SAO PAULO

2. Diversidade de casearinas entre e dentro de populacoes de C. sylvestris

Sw. (Salicaceae)



Diversidade de casearinas entre e
dentro de populacoes de C. sylvestris Sw.
(Salicaceae)

INTRODUCAO

Casearia sylvestris, ou guacatonga, é
uma espécie vegetal de ampla ocorréncia
no Cerrado e Mata Atlantica que apresenta
diversas  propriedades de interesse
farmacolégico. Os compostos quimicos
produzidos por esta espécie t€m
despertado o interesse de diversos grupos
de pesquisadores, principalmente pela sua
acdo no tratamento da tdlcera e do cancer.
Entre os compostos encontrados em C.
sylvestris, os diterpenos clerodinicos vém
sendo testados como  antibidticos,
anticancerigenos, inibidores da replicagdo
do HIV, entre outras atividades. Uma
equipe de pesquisadores japoneses, da
Tokyo College of Pharmacy and
Pharmacognosy, estudou as propriedades
anticancerigenas destes diterpenos,
encontrando forte atividade antitumoral
em ratos. Estes diterpenos foram entdo
chamados casearinas, e foram
imediatamente patenteados pela equipe
como agentes antitumorais (Itokawa et al.,
1989).

As casearinas vém desde entdo sendo
estudadas por diversos grupos de pesquisa,
tanto no Brasil quanto no exterior
(Itokawa et al., 1988; Itokawa et al., 1990;
Morita et al., 1991; Carvalho et al., 1998;
Santos, 2001; Bandeira, 2004; Ferreira,
2006; Tininis, 2006; Santos et al., 2007,
entre outros).

O interesse comercial sobre os
produtos da Casearia pode ser percebido
através dos intimeros fitoterdpicos
disponiveis para compra pela Internet,
principalmente no exterior. A principal
empresa que comercializa a guacatonga
no exterior € a Raintree Nutrition. A
empresa utiliza como apelo o fato de a
Casearia sylvestris ser uma espécie
tropical com potencial acdo benéfica no
tratamento do céancer. Um pote com
aproximadamente 500g de folhas em pé
custa em torno de 24 délares (Rain Tree
Nutrition, 2008: http://www.rain-
tree.com/guacatonga-powder.htm).

Apesar do  enorme  potencial
farmacolégico, e do interesse comercial,
C. sylvestris, como a maioria das espécies
de interesse farmacoldgico nativas do
Brasil, ndo € cultivada, sendo obtida por
extrativismo (Silva, 2003). Poucos
estudos foram realizados no sentido de
otimizar a coleta e obtencdo dos
compostos de interesse. Poucos estudos
verificaram se had relacdo entre a
qualidade e quantidade de compostos
quimicos obtidos e as populacdes de onde
foram coletadas as amostras. Silva, 2003,
verificou que existe variabilidade no
conteddo de rutina entre populacdes do
cerrado e mata atlantica. Porém, com
relacdo as casearinas, nenhum estudo
comparativo  entre  populacdes  foi
realizado. Por fim, cabe ressaltar que
poucos estudos fazem mencgdo a variedade
(var. sylvestris ou var. lingua) utilizada
nos ensaios bioldgicos.

Vinte e cinco casearinas (A-Y),
diferindo basicamente no grupo éster
ligado as posicdes 2,6 e 7, 18 e 19, e na
hidroxilacdo ou O-metilagdo na posi¢do 2
(Tininis, 2005) sdo conhecidas até o
momento, todas elas tendo sido obtidas de
folhas (Santos, 2008). Estas diferentes
moléculas de casearina apresentam
diferentes atividades, ou diferentes graus
de atividade. Do ponto de vista
farmacoldgico, a gama de variagdes em
torno de um esqueleto basico encontrada
nos diterpenos de Casearia fornece
modelos interessantes para o
estabelecimento  de  relagdes  entre
estrutura e atividade destas substincias
(Santos, 2008).

Sabe-se que fatores ambientais,
fisiolégicos e genéticos afetam a
biossintese de metabdlitos secundérios
(Freitas et al., 2004). Com relacdo aos
fatores que influenciam a produgdo
qualitativa e quantitativa de casearinas,
porém, poucos estudos foram realizados.
Tininis (2006) analisou amostras de folhas
de dois individuos de C. sylvestris
coletadas de 3 em 3 horas durante 24
horas consecutivas em fevereiro dos anos
de 1998 e 1999 no Parque Estadual de
Carlos Botelho. Observou que os teores
relativos de casearinas variaram em



funcdo do hordrio de coleta, sendo
maiores em torno das 18h30, e menores
entre 0h30 e 3h30. Alguns estudos em C.
sylvestris (ndo com casearinas)
demonstram a relacdo entre diversidade
quimica e fatores ambientais (Silva et al.,
2006; Tininis et al., 2006).

A identificacdo de populacdes mais
produtivas, se € que existe tal relacdo,
seria de grande interesse para o
melhoramento genético desta espécie, sua
domesticacdio e manejo sustentado. O
entendimento das relacdes entre a
qualidade e quantidade dos compostos
quimicos obtidos em cada amostra com a
populacdo de origem ofereceria a
possibilidade para o inicio de programas
de pré-melhoramento e domesticacdo
desta espécie, reduzindo a pressdo
antropoldgica sobre as  populagdes
naturais.

Desta forma, o objetivo deste estudo
foi avaliar a diversidade de casearinas
entre e dentro de nove populacdes no
Estado de Sdo Paulo, que representam as
duas variedades reconhecidas para a
espécie (var. sylvestris e var. lingua) e
quatro ecossistemas onde a espécie ocorre
(Floresta Ombrofila Densa, Floresta
Estacional Semidecidual, Cerrado e
ecétonos). Adicionalmente, verificou-se a
producdo de casearinas por individuos
oriundos de diferentes localidades
cultivados em casa de vegetacdo,
subtraindo-se assim o efeito ambiental na
producdo quantitativa e qualitativa das
casearinas, e permitindo uma comparagio
mais direta entre os perfis quimicos de
individuos de diferentes localidades.

METODOLOGIA

Amostragem

Amostrou-se em duas dreas de
Cerrado [Estacdo Ecoldgica (E.E.) de
Assis e Floresta Estadual (F.E) de
Botucatu], em trés areas de Floresta
Ombroéfila Densa [Parque Estadual (P.E.)
Carlos Botelho, P.E. da Serra do Mar
nucleo Picinguaba e P.E. da Serra do Mar
nucleo Santa Virginia], em duas areas de
Floresta Estacional Semidecidual (E.E.
Caetetus e P.E. Morro do Diabo) e em

dois ecotonos entre o Cerrado e a Floresta
Estacional Semidecidual ( P.E. de Porto
Ferreira e E.E. de Mogi-Guacu). Em cada
uma destas localidades, 12 individuos
foram amostrados, totalizando 108
amostras. O horario da coleta de cada
amostra foi anotada, bem como outras
varidveis observadas (insolacdo, data da
ultima chuva, fenologia, etc.).

Preparo das amostras

Dois tipos de amostras foram
utilizados para as andlises quimicas: 1.
amostras coletadas no campo; 2. amostras
coletadas em estacas obtidas no campo,
enraizadas e cultivadas por um ano em
casa de vegetagdo. Enquanto as amostras
do tipo 1 visaram a comparagdo do perfil
de casearinas produzidas por individuos
de diferentes populacdes (sujeitos a
influéncia do ambiente), as amostras do
tipo 2 visaram comparar a produgdo de
casearinas por diferentes genétipos
(oriundos de individuos de diferentes
populacdes) cultivados em um mesmo
ambiente. Além disso, todos os individuos
do tipo 2 amostrados possuem uma
amostra do tipo 1, o que permite comparar
os padrdes de casearinas obtidos no
campo e na casa de vegetacdo, para o
mesmo genodtipo.

As amostras do tipo 1 foram coletadas
durante as expedi¢des de amostragem do
material para as andlises genéticas, no ano
de 2006. No campo, uma amostra de
aproximadamente 10 folhas do terco
médio de ramos maduros  foi
imediatamente armazenada em envelope
de papel pardo e acondicionada em
embalagem pléstica contendo silica gel,
sendo a hora da coleta de cada amostra
anotada. As amostras permaneceram
armazenadas em presenca de silica-gel.
Foram selecionados ao acaso 12
individuos de cada populagdo para anélise
por CLAE-DAD (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com detector UV com
arranjo de diodos), totalizando 108
amostras.

Para o preparo das amostras do tipo 2,
foi também coletado, na mesma ocasiao,
um feixe de estacas de cada individuo
amostrado. Estas  estacas  foram



parcialmente desfolhadas e armazenadas
em caixa de isopor contendo gelo-gel. A
caixa foi fechada até sua abertura no
laboratoério, onde se deu a continuidade ao
tratamento. No laboratorio, cada estaca foi
preparada  de modo a  possuir
aproximadamente cinco folhas e dois
entrends. As estacas foram mergulhadas
em solucdo de acido indol-butirico (AIB)
a 90 ppm durante 24 horas. Apds este
periodo, as estacas foram plantadas em
bandejas de isopor contendo vermiculita.
Tais condi¢des para enraizamento foram
estabelecidas experimentalmente
conforme descrito no por Cavallari et al.
(submetido).

As bandejas foram mantidas em casa
de vegetacdo, protegidas por sombrite
50%, sendo irrigadas por microaspersao
durante 1 minuto a cada 50 minutos. Duas
vezes por semana as estacas foram
irrigadas com solug@o nutritiva contendo
macro e micronutrientes. Em fevereiro de
2007, as estacas foram transplantadas para
vasos individuais de volume de 4,5 litros,
contendo substrato preparado com terra,
areia e esterco (3:1:1). Cada estaca teve
seu nimero anotado em plaqueta pléstica,
amarrada junto ao colo da estaca. Os
vasos contendo as estacas foram mantidos
em casa de vegetacdo do Departamento de
Genética, IBB, UNESP, Botucatu, que
possui sistema de aspersdo automadtica. Ao
longo do ano de 2007 foram realizados
trabalhos de manutengdo tais como:
retirada de ervas daninhas dos vasos,
adubacdo com NPK 4-14-08 a cada dois
meses.

Em marco de 2008, isto é, um ano
apds o transplante, foram coletadas folhas
do terco médio de ramos maduros das
estacas. No decorrer do ano de 2007
muitas estacas morreram, tendo restado
apenas 46. Todas estas plantas foram
utilizadas para as andlises quimicas,
embora nem todas as populacdes estejam
representadas.

Todas as 154 amostras (108 + 46)
foram secas em estufa a 38°C por 12 horas
antes do inicio das atividades laboratoriais
para extracdo de casearinas. Em seguida,
foram moidas individualmente em um
processador de alimentos, peneiradas e

armazenadas em frascos de vidro
devidamente etiquetados. De cada
amostra pesou-se 100 mg, colocados em
microtubos plasticos de 1,5 ml também
devidamente etiquetados. Cada amostra
foi preparada em duplicata, totalizando
308 amostras a serem analisadas por
CLAE-DAD.

As amostras selecionadas para a
andlise quimica sdo listadas na Tabela 1,
onde constam informacdes sobre a
populacdo de origem e a variedade de
cada individuo (determinada visualmente
com base nas caracteristicas morfolégicas
descritas por Sleumer, 1980).

Extracao de casearinas

As casearinas de cada amostra foram
extraidas a partir dos 100 mg de folhas
secas previamente aliquotados em cada
microtubo. O método de extracdo
utilizado € especifico para a obtengdo de
casearinas, e foi desenvolvido pela equipe
do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro,
Depto. de Quimica Orgéanica, Instituto de
Quimica de Araraquara. Apesar de nio ter
sido ainda publicado (publicagdo em
preparacdo), o método ji estd bem
estabelecido e validado, e todos os testes
que medem e comprovam sua eficiéncia ja
foram realizados pela equipe (por
exemplo, curva de calibracio para uma
casearina  conhecida, avaliacio de
repetibilidade, reprodutibilidade e
recuperagdo). O procedimento é descrito a
seguir:

A cada 100 mg de tecido desidratado
moido, foram adicionados 1.500 pL de
solucdo de Hexano, Acetato de Etila e
Isopropanol nas propor¢des de 08:91:01.
Essa mistura extratora foi previamente
saturada com NH,;OH. Trés amostras
controle foram feitas sem material vegetal,
servindo de controles negativos (ou
brancos). Entre as duas repeti¢des de cada
amostra, uma recebeu 0,05 mg/mL
caseargrewiina F hidrolisada (Vhb), para
servir de padrdo interno de cada amostra,
e permitindo a comparacdo entre
diferentes amostras. O padrdo interno nao
foi utilizado nas duas repeti¢cdes de cada
amostra, pois era necessdrio também obter
os resultados sem a Vhb: seu pico poderia



coincidir com o pico de uma casearina da
amostra, mascarando um  eventual
composto produzido pela planta.

As amostras foram deixadas por 1 h
em ultra-som, sendo entdo centrifugadas a
9.000 rpm por 10 minutos. Quinhentos
microlitros do sobrenadante foram entdo
aliquotados para um frasco de vidro de 1,8
mL. As amostras foram deixadas secar ao
ar ou em bomba a vacuo. Depois de secas,
foram ressuspendidas com 350 pL de
metanol 98%. Apds a ressuspensdo, todo
o volume (350 pL) foi submetido a
extracdio em fase soOlida (EFS) em
cartucho Strata C18-E (Phenomenex), o
qual recebeu em seguida trés aliquotas de
350 pL de metanol 98%. Todo o volume
(4 x 350 pl) foi recolhido em frascos de
1,5 mL e diretamente analisado por
CLAE-DAD.

Analise por CLAE-DAD

O método de andlise foi também
estabelecido e validado pela equipe do
Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro. Vinte
microlitros da amostra, preparada como
descrito acima, foram injetados no
cromatégrafo. Os cromatogramas foram
obtidos em coluna Phenomenex Gemini
Ci8 110 A (250 x 4,6 mm, 5 mm), eluida
no modo gradiente com 4cido acético
0,01% em 4gua (A), metanol (B) e
acetonitrila (C), a uma vazdo de 0,6
mL/min. As concentragdes de A, B e C
variaram de acordo com o tempo
decorrido, iniciando com A:B:C 34:22:44
e chegando a A:B:C 00:47:53 (v/v) em 42
minutos, permanecendo nesta condi¢do
final por 10 minutos e retornando a
condi¢do inicial em trés minutos. O tempo
de equilibrio foi de 15 minutos. Assim,
cada amostra foi analisada em um tempo
total de 70 minutos. Utilizou-se um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) Varian ProStar configurado com
uma bomba terndria modelo 240, injetor
automdtico modelo 410 e detector UV/Vis
com arranjo de diodos modelo 330. Os
dados foram recolhidos pelo programa
computacional ~ Star  (Varian).  Os
cromatogramas foram analisados
visualmente, e foi feita uma comparagdo

entre os cromatogramas obtidos entre e
dentro de populacdes, e entre amostras
obtidas no campo e em casa de vegetacio
para o mesmo individuo (quando
aplicdvel). Neste estudo comparativo,
foram observados apenas os picos de
maior intensidade (maior do que 100
mAU).

RESULTADOS

Como  esperado, o0s  controles
negativos ndo apresentaram nenhum pico
significativo (Figura 1).

De modo geral os cromatogramas
obtidos para as repeticdes sdo similares.
Nos casos em que se mostraram muito
discrepantes, uma terceira repeticdo foi
realizada. Os cromatogramas apresentam,
além de picos para as casearinas, picos
que, de acordo com seus espectro obtido
no ultra-violeta, sdo de flavondides (a
esquerda do cromatograma, com tempos
de retencdo menores que 8 minutos). No
entanto, uma analise detalhada destes
flavonodides necessitaria de um método de
extracdo e andlise exclusivos. De maneira
grosseira, porém, a producdo dos
provaveis flavondides pdde também ser
comparada entre as amostras, em fungdo
da drea relativa total obtida para os picos
eluidos entre 3 e 8 minutos.

Foi verificada uma grande diversidade
de casearinas, tanto entre amostras quanto
dentro da mesma amostra. A identificacio
destes picos como sendo de casearinas foi
feita com base em seu espectro no ultra-
violeta e em dados da literatura. Os
principais resultados que emergem desta
andlise sdo:

1. Algumas amostras possuem mais
de 10 picos diferentes de casearinas,
indicando  grande  diversidade de
moléculas produzidas pela mesma planta;
em outras amostras, observa-se somente
um ou dois picos majoritarios (Figura 2 e
ANEXOS).

2. Numa mesma amostra, a
intensidade dos picos de casearina varia
muito, sendo em alguns casos, algumas
moléculas destacadamente majoritdrias
(Figura 2 e ANEXOS).



3. Foi detectada grande variabilidade
tanto com relacdo as casearinas
produzidas quanto com relagdo a
intensidade (quantidade) de cada uma
delas (Figura 2 e ANEXOS).

4. B possivel, porém, observar um
perfil tipico para cada populagdo (ver
ANEXOS). De modo geral os diferentes
individuos de uma mesma populacio
produziram perfis cromatograficos
similares, porém diferentes dos
cromatogramas produzidos por individuos
de outras populacdes. Por exemplo, as
amostras da Ilha Anchieta produziram
cromatogramas onde hd apenas um pico
majoritirio, enquanto a populagdo de
Carlos Botelho ja apresenta uma maior
diversidade de picos. A populacdo do
Morro do Diabo apresenta, além de
grande diversidade, as maiores
intensidades de picos. Na Figura 2 ¢é
mostrado o perfil de uma amostra
representativa de cada populagdo. NoS
ANEXOS sdo apresentados 0s
cromatogramas de todos os individuos
analisados, agrupados por populacdo. Os
ANEXOS podem ser diretamente
comparadas, uma vez que a escala ¢é a
mesma (todos os cromatogramas s3o
apresentados com os valores maximos de
500 mAU no eixo das ordenadas e 53
minutos no eixo das abscissas).

5. Os perfis da variedade lingua
diferem marcadamente daqueles obtidos
com a variedade sylvestris, tanto em
relacdo as casearinas quanto em relacdo
aos flavondides. Isto fica evidente na
populacdo de Assis: os Unicos 2
individuos da variedade sylvestris
apresentam perfis cromatograficos
semelhantes aos de individuos da
variedade sylvestris de outras populacdes,
diferindo dos individuos da variedade
lingua amostrados na mesma populagdo
(Figura 3).

6. Em alguns casos, os individuos
amostrados no campo e cultivados em
casa de vegetacgdo (isto é, amostras do tipo
1 e 2 para um mesmo individuo)
produziram perfis cromatograficos muito
semelhantes (ANEXO 11, individuos do
Parque Estadual do Morro do Diabo); no
entanto, isto nem sempre foi observado,

sendo que em alguns casos hd grandes
diferencas (por exemplo, nos individuos
de Santa Virginia, ANEXO 4).

7. Os diferentes individuos
cultivados em casa de vegetacdo
produziram diferentes perfis

cromatogréficos (Figura 4). Ndo hd um
perfil cromatogréfico padrio para todas as
amostras cultivadas em casa de vegetacao.

DISCUSSAO

Foi detectada grande diversidade de
casearinas dentro de cada amostra. Isto ja
havia sido observada por Tininis (2006)
em amostras de folhas de individuos de C.
sylvestris coletadas no Parque Estadual de
Carlos Botelho.

O presente trabalho, porém, analisou
um numero maior de individuos, de
diferentes localidades, revelando perfis
cromatogrificos bastante varidveis entre
amostras. Trata-se, provavelmente, da
maior amostragem e andlise de casearinas
j4 realizada. Foi possivel observar perfis
bastante diferenciados daqueles
observados por Tininis (2006).

Durante as coletas, os individuos
foram amostrados ao longo de trilhas nas
Unidades de Conservacdo. Por este
motivo, cada amostra foi coletada em um
horario do dia. Além disso, dentro de cada
populacdo, foram observadas diferencas
ambientais. Por exemplo, no P.E. de
Carlos Botelho coletou-se em clareira, em
mata primdria densa, e em pasto. No P.E.
do Morro do Diabo, coletou-se em mata
densa, a beira do Rio Paranapanema
(locais tmidos) e também no topo do
morro, local bastante seco onde os
individuos de C. sylvestris estavam
murchos. Todos estes fatores podem ter
influencia na producdo quantitativa e
qualitativa de casearinas. No entanto,
observando-se as 12 amostras de cada
populacdo ndo foi possivel atribuir
nenhum padrdo a nenhuma condig¢do
ambiental ou hordrio de coleta. Além
disso, de maneira geral, as 12 amostras de
cada populacdo sdo normalmente bastante
semelhantes entre si (ver ANEXOS),
exceto nos casos de Mogi-Guagu,
Caetetus, Porto Ferreira e Assis (no caso



de Assis, as diferencas observadas devem-
se as diferentes variedades amostradas).

Entre as localidades de amostragem ha
também grandes diferencas ambientais
(por exemplo, Cerrado x Mata Atlantica).
Além desta variacdo ambiental, as coletas
foram realizadas ao longo do ano,
implicando em variagdo sazonal e
fenoldgica. A coleta na Ilha Anchieta foi
realizada em plena estacdo chuvosa,
enquanto que na Estacdo Ecoldgica de
Caetetus, na ocasido da coleta, fazia mais
de dois meses que ndo chovia na regido.
Na Estacdo Ecoldgica de Mogi-Guagu, a
maioria das plantas estava frutificando,
enquanto que na Floresta Estadual de
Botucatu, todas as plantas estavam com
botdes florais. Todas estas diferencas
podem, teoricamente, ocasionar
diferencas na producdo de casearinas e
podem ser, em parte, responsdveis pelas
diferencas observadas entre as amostras
de diferentes populacdes. Em outras
palavras, ndo € possivel atribuir aos
ecossistemas as diferencas observadas
entre amostras de diferentes localidades,
pois estas podem ser devido as variagdes
sazonais e fenoldgicas intrinsecas ao
procedimento de amostragem.

No entanto, as amostras obtidas das
estacas cultivadas por um ano em casa de
vegetacdo sugerem que as diferencas
observadas entre as populacdes sdo
devidas em grande parte aos diferentes
gendtipos que nelas ocorrem, mais do que
as diferencas ambientais, fenoldgicas ou
sazonais. Isto por que os perfis
cromatogréificos obtidos para amostras de
estacas foram, em muitos casos, muito
semelhantes aos perfis obtidos para as
amostras coletadas no campo, para um
mesmo individuo. Uma vez que as
condicdes da casa de vegetacio ndo
correspondem as condi¢cdes de campo,
sejam estas ambientais, fenoldgicas ou
sazonais, se tais condi¢des fossem
realmente determinantes da producdo de
casearinas, esperar-se-ia observar
diferencas nos perfis cromatograficos
obtidos para um mesmo individuo em
amostras do campo e cultivadas, o que
nao foi observado na maioria dos casos.

Além disso, e ndo menos importante,
o longo tempo de cultivo no ambiente
homogéneo da casa de vegetacdo (mesmo
solo, irrigacdo, temperatura, sazonalidade)
ndo foi suficiente para resultar em perfis
cromatogrificos homogéneos entre as
amostras de diferentes localidades. Isto €,
cada amostra da casa de vegetacdo
produziu perfis cromatograficos mais
similares as demais amostras da mesma
localidade obtidas diretamente no campo
do que as demais amostras da casa de
vegetacdo  oriundas de  diferentes
localidades, sugerindo, preliminarmente,
relativamente  pouca influéncia do
ambiente na producio de casearinas.

Deve-se ter em mente, porém, que
mesmo que os gendtipos tenham maior
importincia na producdo de casearinas do
que o ambiente, os mesmos gendtipos ja
foram, por sua vez, selecionados pelo
ambiente. Em outras palavras, o ambiente
pode determinar a producdo de casearinas
de duas maneiras: 1. selecionando, ao
longo de geracdes, individuos que
produzem um determinado conjunto de
casearinas que possuem maior valor
adaptativo naquele ambiente (fatores
demograficos estocdsticos podem
participar desta selecdo, e, neste caso, nao
necessariamente as casearinas de maior
valor adaptativo seriam selecionadas) e 2.
influenciando a expressdo génica, dado
um determinado gendtipo. As duas
situagdes certamente ocorrem e estudos
mais aprofundados sdo necessdrios, tais
como transplantes reciprocos (intercimbio
de genétipos entre ambientes e
observacdo de sua producdo quimica) e
estudos de norma de reacdo (mesmo
gendtipo cultivado em  diversos
ambientes). Os resultados sugerem,
preliminarmente, que o ambiente, sozinho,
ndo é capaz de alterar a producdo de
casearinas por um determinado gendtipo;
ao contrdrio, o gendtipo parece ter grande
importancia para a determinagdo das
casearinas que sdo produzidas, devendo
existir uma norma de reacdo para explicar
os resultados da interacdo gendtipo x
ambiente na producdo de casearinas.

Com relacdo a diferenca entre
variedades, as mesmas observacdes



podem ser feitas, ainda que nenhum
exemplar da variedade [ingua tenha
sobrevivido ao processo de enraizamento
de estacas, ndo se dispondo, desta forma,
de amostras obtidas em casa de vegetacdo
para esta variedade. Porém, de modo geral,
os perfis cromatograficos diferem
grandemente entre as variedades. Na
variedade lingua, hd uma maior expressao
de flavondides, uma menor expressdo de
casearinas e uma tendéncia a producgdo de
picos de casearina mais intensos em
tempos de reten¢do maiores (maior do que
40 minutos), sobretudo na populacdo de
Botucatu. A propdésito, o pico com tempo
de retencdo de 35 minutos parece ser
exclusivo desta variedade, ocorrendo com
freqiiéncia nas amostras de Botucatu e
raramente nas amostras de Assis.

Ainda com relagdo aos perfis
cromatogrificos de cada variedade, a
populacdo de Assis fornece um caso
interessante: os perfis da variedade lingua
e os perfis da variedade sylvestris
amostradas nesta localidade diferem
drasticamente. Enquanto os primeiros sio
semelhantes aqueles obtidos a partir de
amostras da variedade lingua em Botucatu,
os ultimos sdo semelhantes aos perfis de
amostras da variedade sylvestris da Mata
Atlantica (por exemplo, de Carlos
Botelho).

Os cromatogramas obtidos abriram
perspectivas para estudos mais detalhados
em C. sylvestris. Com relacdo as
casearinas, estas podem ser estudadas
mais detalhadamente (por exemplo, pode
ser feita uma andlise biométrica dos
diversos picos obtidos, levando-se em
consideragdo também os picos de menor
intensidade). Uma vez que foi observada
diversidade entre as amostras com relagdo
aos flavonoides, um estudo destes
metabdlitos em C. sylvestris poderd
produzir resultados bastante interessantes.
Para tal, € preciso estabelecer um método
de extracdo e andlise que permita uma
melhor visualizagdo dos picos destes
compostos. Um estudo conjunto de
terpenos (casearinas) e flavondides podera
eventualmente revelar estratégias de
producdo de metabdlitos secunddrios
adotadas pelas plantas em diferentes

ambientes, evidenciando padrdes de
investimento em uma ou outra rota
metabdlica em determinada condigao.

Seria vélido ainda investigar a
utilidade das casearinas para as plantas.
Por serem terpenos, estdo provavelmente
relacionados com a defesa da planta
contra patdégenos e/ou herbivoros (Cheng
et al., 2007). Mas qual seria a funcdo
exata de cada uma das diversas casearinas
produzidas pela planta? Teriam todas elas
mais ou menos a mesma fungdo, ou
seriam elas respostas de defesa especificas
para diferentes agressdes?
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Tabela 1. Informacdes sobre a populagcdo de origem e a variedade de cada individuo
utilizado na andlise de diversidade quimica. Individuos em negrito foram analisados

com amostras do tipo 1 e 2 (campo e casa de vegetacao).

Amostra Populaciio de Origem Variedade Amostra Populacio de Origem Variedade
Cs_024 Ilha Anchieta sylvestris Cs_245 Carlos Botelho sylvestris
Cs_026 Ilha Anchieta sylvestris Cs_247 Carlos Botelho sylvestris
Cs_027 Ilha Anchieta sylvestris Cs_250 Carlos Botelho sylvestris
Cs_030 Ilha Anchieta sylvestris Cs_254 Carlos Botelho sylvestris
Cs_036 Ilha Anchieta sylvestris Cs_258 Carlos Botelho sylvestris
Cs_037 Ilha Anchieta sylvestris Cs_269 Carlos Botelho sylvestris
Cs_040 Ilha Anchieta sylvestris Cs_274 Caetetus sylvestris
Cs_042 Ilha Anchieta sylvestris Cs_279 Caetetus sylvestris
Cs_043 Ilha Anchieta sylvestris Cs_282 Caetetus sylvestris
Cs_046 Ilha Anchieta sylvestris Cs_284 Caetetus sylvestris
Cs_049 Ilha Anchieta sylvestris Cs_285 Caetetus sylvestris
Cs_054 Ilha Anchieta sylvestris Cs_288 Caetetus sylvestris
Cs_076 Morro do Diabo sylvestris Cs_291 Caetetus sylvestris
Cs_078 Morro do Diabo sylvestris Cs_301 Caetetus sylvestris
Cs_079 Morro do Diabo sylvestris Cs_302 Caetetus sylvestris
Cs_094 Morro do Diabo sylvestris Cs_304 Caetetus sylvestris
Cs_096 Morro do Diabo sylvestris Cs_312 Caetetus sylvestris
Cs_106 Morro do Diabo sylvestris Cs_315 Caetetus sylvestris
Cs_109 Morro do Diabo sylvestris Cs_320 Assis lingua
Cs_111 Morro do Diabo sylvestris Cs_325 Assis lingua
Cs_119 Morro do Diabo sylvestris Cs_326 Assis lingua
Cs_124 Morro do Diabo sylvestris Cs_331 Assis lingua
Cs_126 Morro do Diabo sylvestris Cs_332 Assis lingua
Cs_128 Morro do Diabo sylvestris Cs_342 Assis lingua
Cs_130 Botucatu lingua Cs_344 Assis indeterminada
Cs_132 Botucatu lingua Cs_345 Assis sylvestris
Cs_138 Botucatu lingua Cs_347 Assis sylvestris
Cs_140 Botucatu lingua Cs_350 Assis lingua
Cs_142 Botucatu lingua Cs_359 Assis lingua
Cs_144 Botucatu lingua Cs_364 Assis lingua
Cs_145 Botucatu lingua Cs_374 Mogi-Guacu indeterminada
Cs_l46 Botucatu lingua Cs_384 Mogi-Guagu indeterminada
Cs_148 Botucatu lingua Cs_397 Mogi-Guacu sylvestris
Cs_154 Botucatu lingua Cs_398 Mogi-Guacu sylvestris
Cs_160 Botucatu lingua Cs_400 Mogi-Guagu sylvestris
Cs_l64 Botucatu lingua Cs_402 Mogi-Guagu sylvestris
Cs_169 Santa Virginia sylvestris Cs_404 Mogi-Guacu sylvestris
Cs_172 Santa Virginia sylvestris Cs_406 Mogi-Guagu indeterminada
Cs_173 Santa Virginia sylvestris Cs_408 Mogi-Guagu sylvestris
Cs_181 Santa Virginia sylvestris Cs_409 Mogi-Guagu indeterminada
Cs_183 Santa Virginia sylvestris Cs_413 Mogi-Guagu indeterminada
Cs_185 Santa Virginia sylvestris Cs_416 Mogi-Guagu indeterminada
Cs_199 Santa Virginia sylvestris Cs_435 Porto Ferreira lingua
Cs_200 Santa Virginia sylvestris Cs_440 Porto Ferreira sylvestris
Cs_202 Santa Virginia sylvestris Cs_443 Porto Ferreira sylvestris
Cs_206 Santa Virginia sylvestris Cs_448 Porto Ferreira sylvestris
Cs_209 Santa Virginia sylvestris Cs_452 Porto Ferreira sylvestris
Cs_215 Santa Virginia sylvestris Cs_456 Porto Ferreira sylvestris
Cs_ 218 Carlos Botelho sylvestris Cs_460 Porto Ferreira indeterminada
Cs_219 Carlos Botelho sylvestris Cs_463 Porto Ferreira lingua
Cs_222 Carlos Botelho sylvestris Cs_465 Porto Ferreira indeterminada
Cs_229 Carlos Botelho sylvestris Cs_469 Porto Ferreira lingua
Cs_235 Carlos Botelho sylvestris Cs_472 Porto Ferreira sylvestris
Cs_240 Carlos Botelho sylvestris Cs_473 Porto Ferreira lingua
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Figura 1. Controle negativo para as extragdes de casearina. Ndo ha nenhum pico significativo.
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Figura 2. Perfis cromatograficos de 9 individuos, representando as 9 populacdes amostradas.
O pico observado em aproximadamente 10 minutos € o padrio interno (Vhb, caseargrewiina
F hidrolisada).
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Figura 3. Comparacdo entre os perfis cromatogrificos de amostras da var. lingua e var.
sylvestris na populacio de Assis e em comparacdo com amostras de Botucatu (var. lingua) e
Carlos Botelho (var. sylvestris). Os flavondides aparecem agrupados a esquerda, com tempos
de retengdao menores do que 8 minutos.
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Figura 4. Comparacdo entre os cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia
sylvestris oriundos de diferentes localidades e amostrados apds um ano de cultivo em casa de
vegetacdo. Da esquerda para a direita nos cromatogramas, observam-se os flavondides, o
padrio interno (caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.



CONCLUSOES

A presente pesquisa revelou importantes aspectos da diversidade genética
e quimica entre e dentro de populacdes de Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae). Tais
aspectos sdo de grande importancia para a conservacdo e exploracdo racional desta
espécie, além da importancia como contribuicdo ao estudo da sistemdtica infra-
especifica de C. sylvestris e a compreensdo dos mecanismos e padrdes de evolucdo
em espécies arboreas neotropicais de modo geral. Este trabalho fornece informacdes
uteis para a realizacdo de pesquisas cientificas, projetos de pré-melhoramento ou de

conservagao que visem amostrar a diversidade quimica e genética de C. sylvestris.

Com relagdo a contribuicdo deste trabalho para a conservacgdo in-situ e
ex-situ da espécie C. sylvestris, bem como para programas de pré-melhoramento
visando a producao de casearinas ou a captacgio e conservacao de recursos genéticos,
ou ainda para o direcionamento de estudos fitoquimicos, € relevante:

- a constatagdo de que as populacdes que abrigam as duas variedades
(ecétonos e Assis) abrigam maior diversidade genética do que as demais populacdes,
mesmo considerando-se apenas a variedade majoritaria;

- a constata¢do de que a populacdo de Botucatu apresenta baixos niveis
de diversidade genética, devido, provavelmente, a sua fundagdo recente por poucos
colonizadores;

- a constatacdo de que a maior parte da diversidade genética encontra-se
dentro de cada populagio;

- a constatacdo de que cada variedade e cada um dos diferentes
ecossistemas devem ser considerados como repositérios de diversidade genética e

quimica;



- a constatacdo de que existe grande diversidade quimica entre as
diferentes populagdes, ecossistemas e variedades;

- a constatacdo de que o ambiente, sozinho, ndo é capaz de alterar a
producdo de casearinas dado um determinado genétipo; ao contrdrio, o gendtipo
parece ter grande importancia para a determinagdo das casearinas que sdo produzidas,
devendo existir uma norma de reacao para sua producao;

- a constatacdo de que a populacdo do P. E. Morro do Diabo possui a
maior diversidade e os maiores teores de casearina observados;

- a disponibilizacdo de marcadores moleculares especificos para C.
sylvestris, que permitem estudos populacionais bem como a caracteriza¢do de futuros
bancos de germoplasma da espécie;

- a necessidade de progresso na drea de horticultura, dada a dificil

propagacdo vegetativa desta espécie;

Com relagdo a contribui¢ao deste trabalho ao direcionamento de estudos
farmacoldgicos em C. sylvestris, além dos ja citados acima, € relevante evidenciar a
necessidade de se fazer referéncia a variedade utilizada em ensaios bioldgicos e
estudos quimicos e farmacolégicos de modo geral, bem como ao local de origem da

amostra, devido as diferengas na composi¢ao quimica que estas varidveis encerram.

Com relacdo aos aspectos evolutivos e de contribuicdo ao estudo da
sistemdtica infra-especifica de C. sylvestris evidenciados por este trabalho, é
relevante:

- a verificacdo de que as variedades propostas por Sleumer (1980)
comportam-se como unidades evolutivas distintas, que trocam informagdo genética
apenas em algumas zonas de contato;

- a verificagdo da existéncia de diferencas genéticas significativas entre
as variedades;

- a verificacdo da existéncia de zonas hibridas entre as duas variedades;

- o levantamento da hipdtese de existéncia de forcas evolutivas que

mantém as variedades relativamente separadas;



- a observacdo (preliminar) de assincronia de florescimento entre as
variedades, mesmo ocorrendo na mesma localidade;

- a constatacdo de que os diferentes ecossistemas estudados estdao
relativamente isolados uns dos outros, e de que os processos demograficos
estocdsticos que ocorrem em cada um destes ecossistemas € independente dos
processos que ocorrem nos demais ecossistemas;

- a sugestdo de que a espécie € preferencialmente alégama;

- a verificagdo de uma possivel duplicac@o parcial do genoma da espécie,

abrindo perspectivas para estudos adicionais neste sentido.
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ANEXO 1. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados na Estacdo Ecoldgica de Assis (Cerrado). Os cromatogramas A, B, C e
C-cv foram obtidos de individuos da variedade sylvestris, enquanto que os demais,
de individuos da var. lingua. O cromatograma C-cv foi obtido a partir do clone do
individuo C cultivado em casa de vegetacdo. Da esquerda para a direita nos
cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno (caseargrewiina F
hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 2. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados na Floresta Estadual de Botucatu (Cerrado). Da esquerda para a direita
nos cromatogramas, observam-se os flavonéides, o padrdo interno (caseargrewiina F
hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 3. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados no Parque da Ilha Anchieta (Floresta Ombrofila Densa). Da esquerda
para a direita nos cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno
(caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 4. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados no Parque Estadual da Serra do Mar nicleo Santa Virginia (Floresta
Ombréfila Densa). Para os individuos A e B sdo apresentados também os
cromatogramas obtidos para seus clones cultivados em casa de vegetacdo (A-cv e B-
cv). Da esquerda para a direita nos cromatogramas, observam-se os flavonoides, o
padrdo interno (caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 5. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados no Parque Estadual de Carlos Botelho (Floresta Ombroéfila Densa). Para
os individuos A e B sdo apresentados também os cromatogramas obtidos para seus
clones cultivados em casa de vegetacdo (A-cv e B-cv). Da esquerda para a direita nos
cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno (caseargrewiina F
hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 6. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados na Estacdo Ecoldgica de Caetetus (Floresta Estacional Semidecidual).

Para

o individuo A € apresentado também o cromatograma obtido para seu clone

cultivado em casa de vegetagdo (A-cv). Da esquerda para a direita nos
cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno (caseargrewiina F
hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 7. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados no Parque Estadual do Morro do Diabo (Floresta Estacional
Semidecidual). Da esquerda para a direita nos cromatogramas, observam-se os
flavondides, o padrado interno (caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 8. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados na Estacdo Ecoldgica de Mogi-Guagu (ecétono). Da esquerda para a
direita nos cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno
(caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 9. Cromatogramas obtidos para os individuos de Casearia sylvestris
amostrados na populacdo do Parque Estadual de Porto Ferreira (ecétono). Da
esquerda para a direita nos cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo
interno (caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 10. Comparacdo entre os cromatogramas obtidos para os individuos de
Casearia sylvestris amostrados no Parque da Ilha Anchieta (Floresta Ombrofila
Densa) e seus clones cultivados em casa de vegetacdo (X-cv). Da esquerda para a
direita nos cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno
(caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 11. Comparacdo entre os cromatogramas obtidos para os individuos de
Casearia sylvestris amostrados no Parque Estadual do Morro do Diabo (Floresta
Estacional Semidecidual) e seus clones cultivados em casa de vegetacao (X-cv). Da
esquerda para a direita nos cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo
interno (caseargrewiina F hidrolisada) e os picos de casearina.
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ANEXO 12. Comparacdo entre os cromatogramas obtidos para os individuos de
Casearia sylvestris amostrados na Estacdo Ecoldgica de Mogi-Guagu (ec6tono) e
seus clones cultivados em casa de vegetacdo (X-cv). Da esquerda para a direita nos
cromatogramas, observam-se os flavondides, o padrdo interno (caseargrewiina F
hidrolisada) e os picos de casearina.
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