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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi analisar a estrutura genética de populagbes de
Pothomorphe umbellata (L.) Mig. com base em polimorfismos moleculares do tipo RAPD.
Foram analisadas quatro populagbes naturais do estado de Sao Paulo (Jacarei, Jundiai, Piquete
e Ubatuba) e uma populagdo do Parana (Adriandpolis). Foram identificados 25 locos polimdérficos
(96,15%). Elevados indices de diversidade genética foram observados dentro das populagées (Hs =
0,2220). Verificou-se que 65,33% da variabilidade genética total encontra-se dentro das populagdes
e 34,67% entre as populagbes; indices estes, obtidos a partir do calculo da divergéncia genética (G,
=0,3467). Os resultados sugerem que essas populagdes possuem niveis elevados de variabilidade
genética, a qual pode ser fortemente impactada pela agédo humana.
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ABSTRACT: Genetic diversity of natural populations of pariparoba [Pothomorphe
umbellata (L.) Miq.] according to RAPD analysis. The aim of this study was to analyze the
genetic structure of populations of Pothomorphe umbellata (L.) Miq. based on RAPD molecular
polymorphisms. Analysis included four natural populations from S&ao Paulo State (Jacarei,
Jundiai, Piquete, Ubatuba) and one population from Parana State (Adrianépolis). Twenty-five
polymorphic loci (96.15%) were identified. There were high levels of genetic diversity within
populations (Hs = 0.2220). Of the total genetic variability, 65.33% is within populations and
34.67% among populations (G, = 0.3467). Results suggest that these populations have high
levels of genetic variability, which can be strongly impacted by human action.
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INTRODUGAO

A utilizacao de plantas medicinais no Brasil &
resultado da influéncia cultural indigena pré-colonial,
de tradi¢des africanas trazidas pelos escravos e da
cultura européia dos colonizadores. Ainda hoje, é a
principal forma terapéutica em muitas comunidades
com pouco ou henhum acesso a servigos de saude.
Nao existem estatisticas precisas sobre o uso de
plantas medicinais, contudo, um numero crescente
de iniciativas destinadas a garantir o acesso seguro
€ 0 uso racional dessas plantas e fitoterapicos tem
ampliado e estimulado seu uso (Brasil, 2009).

Pothomorphe umbellata (L.) Miq.
(Piperaceae) conhecida popularmente como
caapeba ou pariparoba é tipica da mata atlantica
e ocorre desde a Amazénia até os estados de Sao
Paulo e Parana (Noriega et al., 2005). Encontrada
frequentemente em bordas de mata e areas
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perturbadas, apresenta floragao e frutificacdo
durante todo o ano (Figueiredo, 1997); apresenta
polinizagcao mista (anemofilia e entomofilia) e
ha relatos da ocorréncia de autofecundacéao
espontanea (Figueiredo & Sazima, 2000).

Na medicina popular, P. umbellata é
empregada no tratamento de uma grande variedade
de doencgas (Barros et al., 2005; Di Stasi, 2007;
Valadares et al., 2007) o que estimulou estudos
farmacoldégicos; permitindo a descricdo de acdes
biolégicas diversas como antitumoral (Sacoman et
al., 2008) antiinflamatéria, analgésica (Perazzo et
al., 2005) e fotoprotetora (Ropke et al., 2005; da
Silva et al., 2009). O metabdlito secundario melhor
caracterizado de P. umbellata é o fenilpropanoside
4-nerolidilcatecol (4-NC) (Kijjoa et al., 1980), que
possui comprovada atividade antioxidante (Soares
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et al., 2007), antiinflamatéria (Perazzo et al., 2005;
Soares et al., 2007), antibacteriana (Kashima et
al., 1998), antimicrobiana (Soares et al., 2007),
fotoprotetora (Ropke et al., 2005) e indutora de
apoptose (Brohem et al., 2009). Tais atividades
despertaram o interesse da industria cosmética e
de manipulagdo por P. umbellata, principalmente,
devido ao sucesso como agente topico fotoprotetor
(Ereno, 2004).

O uso em maior escala baseia-se,
essencialmente, no extrativismo de espécies
nativas devido a falta de informagdes agrondmicas
que orientem o cultivo da espécie. Essa pratica tem
provocado a eliminagao de individuos e populagdes
naturais, € a consequente perda de diversidade
biolégica (Ming et al., 2002). O manejo sustentavel
de espécies medicinais &, portanto, fundamental
em politicas de uso, produgédo e pesquisa de
fitoterapicos; e depende do conhecimento de
aspectos botanicos, ecolégicos e genéticos de
espécies nativas (Pavan-Fruehauf, 2000).

O conhecimento da estrutura genética de
populacdes de uma espécie € fator importante no
manejo de recursos genéticos com a finalidade
de conservagdo ou domesticagcdo (Falk et al.,
2001). Uma forma de se acessar informagdes
sobre a estrutura populacional € empregando-
se marcadores genéticos, por exemplo, do tipo
RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA). O
polimorfismo detectado por essa técnica possui
natureza binaria, comportando-se de maneira
dominante pela detecgao de apenas um alelo por
loco (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

O objetivo desse trabalho foi analisar a
diversidade genética de populagdes naturais dessa
espécie coletadas nos estados de Sao Paulo e Parana
com o uso de marcadores moleculares de RAPD.

MATERIAL E METODO

Folhas de pariparoba [Pothomorphe
umbellata (L.) Miq. - PIPERACEAE] foram coletadas
de populagdes naturais nos estados de Sao Paulo
e Parana, conforme Tabela 1. Cada populagéo
foi representada por 10 plantas adultas, distantes
aproximadamente 20 m, sendo coletadas 10 folhas

jovens de cada planta. Apds a coleta, as folhas
foram lavadas, ainda no campo, com agua destilada,
etanol 70% e mantidas em gelo. Em seguida, foram
transferidas para o laboratério e mantidas a -70°C
até o momento da extragdo do DNA.

Aextragcdo do DNA seguiu os procedimentos
descritos por Doyle & Doyle (1987) com pequenas
modificacdes. Retirou-se 4 cm? das folhas que
foram trituradas na presenca de tampao CTAB 2%
[brometo de cetil-trimetilaménio 2% (p/v); NaCl
1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM;
b-mercaptoetanol 0,2% (v/v) e polivinilpirrolidona
1% (PVP)] pré-aquecido a 65°C. Adicionou-se
proteinase K (20 mg mL-") ao macerado e o lisado
resultante foi submetido a extragdo com igual volume
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). O DNA foi
precipitado adicionando-se isopropanol gelado (v/v)
a fase aquosa seguida de centrifugagéo. O pellet
de DNA foi lavado duas vezes em etanol (70 e
95%). ApGs secar a temperatura ambiente, o pellet
foi ressuspendido em TE (1 mM Tris-HCI; 0,1 mM
EDTA pH 8,0).

Inicialmente, foram testados trés Kits
contendo 20 primers decaméricos (Invitrogen) (Tabela
2), visando identificar os melhores para amplificar o
DNAde P. umbellata, considerando-se a quantidade
e intensidade de bandas, reprodutibilidade e
polimorfismo gerado, determinado por duas
repeticdes por amostra.

A reacdo seguiu protocolo modificado a
partir de Colauto et al. (2002) e Nadeau et al. (1992).
Foram testadas cinco concentragées de MgCl, (1,0;
1,5; 2,0 e 3,0 mM), quatro de dNTP (100 - 200 iM)
e quatro de Tag DNA polimerase (1, 1,2; 1,5e 2 U).
O volume final de reacao foi de 25 pL, sendo: DNA
molde (25 ng); 1,0 a 3,0 mM de MgCl,; tamp&o da
enzima (200 mM Tris- HCI pH 8,4; 500 mM KCI);
100 a 200 iM de cada dNTP; 0,2 uM de primer e
1,0a2,0 Ude Tag DNA polimerase. O termociclador
(Eppendorf) foi programado para desnaturagéo
inicial a 94°C por 4 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1 min; annealing a 36°C
por 1 min e extensao a 72°C por 1 min, com um ciclo
adicional em 72°C por 7 min. Ao final, as amostras
foram resfriadas a 4°C e armazenadas a -20°C. Um
controle negativo foi elaborado para cada primer,

TABELA 1. Descrigdo da localizagao das amostras de Pothomorphe umbellata (N = 10).

Municipio Estado

Georreferenciamento

Adriandpolis (Ad) Parana

Jacarei(Ja) Sao Paulo
Jundiai(Ju) Sao Paulo
Piquete(Pi) Sao Paulo
Ubatuba(Ub) Sao Paulo

24°42’59”S | 48°49’38"W / 160m
23°15’40”S / 46°03'52"W / 586m
23°20°'54”S / 48°42’'13"W / 857m
22°46’50”S / 45°10°'W / 576m
23°25'21”S / 45°06’44"W / 11m
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TABELA 2. Sequéncia dos primers arbitrarios empregados para amplificagdo de RAPD de Pothomorphe umbellata.

Primer Sequéncia Primer Sequéncia Primer Sequéncia

A-01 5-CAGGCCCTTC-3’ B-01 5-GTTTCGCTCC-3’ C-01 5-TTCGAGCCAG-3’
A-02 5-TGCCGAGCTG-3’ B-02 5-TGATCCCTGG-3 C-02 5-GTGAGGCGTC-3
A-03 5-AGTCAGCCAC-3’ B-03 5-CATCCCCCTG-3 C-03 5-GGGGGTCTTT-3’
A-04 5-AATCGGGCTG-3’ B-04 5-GGACTGGAGT-3’ C-04 5-CCGCATCTAC-3
A-05 5-AGGGGTCTTG-3 B-05 5-TGCGCCCTTC-3’ C-05 5-GATGACCGCC-3’
A-06 5-GGTCCCTGAC-3 B-06 5-TGCTCTGCCC-3’ C-06 5-GAACGGACTC-3’
A-07 5-GAAACGGGTG-3 B-07 5-GGTGACGCAG-3’ c-07 5-GTCCCGACGA-3’
A-08 5-GTGACGTAGG-3’ B-08 5-GTCCACACGG-3’ C-08 5-TGGACCGGTG-3
A-09 5-GGGTAACGCC-3’ B-09 5-TGGGGGACTC-3 C-09 5-CTCACCGTCC-3’
A-10 5-GTGATCGCAG-3 B-10 5-CTGCTGGGAC-3’ C-10 5-TGTCTGGGTG-3’
A-11 5-CAATCGCCGT-3’ B-11 5-GTAGACCCGT-3 C-11 5-AAAGCTGCGG-3’
A-12 5-TCGGCGATAG-3’ B-12 5-CCTTGACGCA-3’ C-12 5-TGTCATCCCC-3
A-13 5-CAGCACCCAC-3 B-13 5-TTCCCCCGCT-3’ C-13 5-AAGCCTCGTC-3’
A-14 5-TCTGTGCTGG-3’ B-14 5-TCCGCTCTGG-3’ C-14 5-TGCGTGCTTG-3’
A-15 5-TTCCGAACCC-3 B-15 5-GGAGGGTGTT-3 C-15 5-GACGGATCAG-3’
A-16 5-AGCCAGCGAA-3’ B-16 5-TTTGCCCGGA-3’ C-16 5-CACACTCCAG-3’
A-17 5-GACCGCTTGT-3’ B-17 5-AGGGAACGAG-3’ Cc-17 5-TTCCCCCCAG-3’
A-18 5-AGGTGACCGT-3’ B-18 5-CCACAGCAGT-3’ C-18 5-TGAGTGGGTG-3’
A-19 5-CAAACGTCGG-3 B-19 5-ACCCCCGAAG-3’ C-19 5-GTTGCCAGCC-3’
A-20 5-GTTGCGATCC-3 B-20 5-GGACCCTTAC-3 C-20 5-ACTTCGCCAC-3’

subtraindo-se o DNA da reacgao.

Os produtos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etidio, em tampao TAE (2
mM Tris base; 0,5 M EDTA pH 8,0; acido acético
glacial), com voltagem constante de 70 V. Os
géis foram visualizados em luz ultravioleta (UV) e
registrados digitalmente.

Cada fragmento amplificado é considerado
um loco RAPD. Uma matriz de similaridade foi
construida codificando-se como ‘1’ a presenca da
banda e como ‘0’ a auséncia.

Os dados de RAPD foram analisados
com auxilio do software POPGENE verséao 1.31
(Yeh et al., 1997) utilizando-se parametros para
dados dipléides dominantes. O percentual de locos
polimorficos para cada populagédo (Pp) e para o
conjunto de todas as populagdes foi calculado,
bem como o indice de diversidade genética de Nei
(H). Para determinagéo da frequéncia genotipica
assumiu-se que os locos de RAPD estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

A divergéncia genética entre populagdes
foi determinada pelo calculo do coeficiente
de diversidade genética de Nei (1972) (Gg,).
Visualizamos a estruturagdo genética das
populagdes através de agrupamentos sucessivos

baseados em distancia genética usando o algoritmo
de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Average).

RESULTADO E DISCUSSAO

Apesar do interesse econémico nos
compostos bioativos de P. umbellata ndo ha
informacgbes sobre sua variagdo genética em
condi¢gdes naturais. Este € o primeiro estudo
conduzido para se avaliar a diversidade genética
e a distribuicdo em populagdes naturais, o que
pode contribuir para programas de conservagao ou
manejo dessa especie.

Durante as condi¢cdes de padronizagao
da reacdo de RAPD os melhores resultados foram
obtidos com 25 ng de DNA molde; 2,0 mM de MgCl,;
tampao da enzima (200 mM Tris- HCI pH 8,4; 500
mM KCI); 150 iM de cada dNTP; 0,2 uM de primer
e 1,5 U de Tag DNA polimerase, sendo o volume
final da reacdo de 25 pL. Tais condi¢cbes foram
empregadas em todas as analises.

Considerando-se o numero de bandas
obtidas, a intensidade destas e a consisténcia de
amplificacdo, foram selecionados cinco primers
(A08, A10, B06, B10 e C16) que produziram
bandas reprodutiveis. Estes foram utilizados para
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a amplificacdo dos 50 individuos de P. umbellata.
Os resultados foram analisados, verificando-se
a presenga ou a auséncia de bandas (locos).
As amplificagdes com os primers selecionados
revelaram um total de 26 locos, uma média de 5,2
locos por primer. Destes, 25 eram polimoérficos,
variando de quatro (A10) a seis (C16) locos
polimérficos por primer (Tabela 3).

Considerando-se as populagdes em
conjunto obteve-se 96,15% de locos polimérficos
(Tabela 3). A populagdo com maior proporgao de
locos polimérficos foi Ubatuba (80,77%), seguida
de Jundiai (73,08%), Jacarei (57,69%) e Piquete
(53,85%), demonstrando elevada variabilidade
genética nas populagdes de Sdo Paulo. A populagéao
com menor variabilidade foi Adriandépolis no Parana
(30,77%), com o menor percentual de locos
polimoérficos.

Estudos envolvendo a analise da
variabilidade genética de espécies de Piperaceae
tém demonstrado polimorfismo elevado. Gaia et al.
(2004) ao avaliarem 18 acessos de Piper aduncum
provenientes de quatro municipios da Amazdnia
brasileira, também observaram valores elevados de
polimorfismo (90,83%). Wadt & Kageyama (2004)
analisaram 13 populagdes de Piper hispidinervum do
Acre e obtiveram 78,57% de polimorfismo, contudo
o percentual de locos polimérficos para cada
populagao nao excedeu 60%. Em comparagéao, os
dados sugerem que as populagdes de P. umbellata
analisadas possuem elevada variabilidade genética,
com destaque para a populagdo de Ubatuba com
indices de variabilidade semelhantes a de espécies
de Piperaceae da Amazoénia.

Um resumo da diversidade genética das
populacdes de P. umbellata € mostrado na Tabela
4. Os indices de diversidade de Nei (H;) das
populagdes de P. umbellata variaram de 0,12 a 0,30.
Em ordem decrescente de diversidade em estéo as
amostras de Ubatuba, Jundiai, Piquete, Jacarei e
Adrianodpolis.

Populagdes amazbnicas de Piper aduncum
mostraram niveis mais elevados de diversidade
(Hg) variando de 0,32 a 0,91 (Gaia et al., 2004),
contudo os indices de diversidade observados
em nosso trabalho para P. umbellata também s&o
considerados elevados.

Observou-se diversidade genética total
(H;) de 0,3398 (+ 0,1390) o que demonstra
elevada heterozigosidade nas populagbes de P.
umbellata analisadas. Tais valores sao considerados
relativamente altos, indicando que a espécie
apresenta uma razoavel reserva genética. Dessa
forma, as populagdes de P. umbellata analisadas
demonstram manutengéo da diversidade genética
total, o que € um bom indicador ja que essa
espécie esta sujeita a grande pressao antrépica.
Adicionalmente, a analise das frequéncias alélicas
nas populagdes analisadas pelo teste qui-quadrado
(x?) indicou que, do total de 26 locos gerados, as
frequéncias de vinte deles diferiram com significancia
de p<0,05, sendo doze p<0,01. Desta forma, o
baixo niumero de locos monomorficos evidencia
a existéncia de elevada variabilidade dentro da
maioria das populag¢des analisadas nesse trabalho.

Aocorréncia de polinizagao mista (ambofilia)
aumenta as chances de polinizagao cruzada e
possibilita a reproducdo em diferentes condigdes
de habitat (Figueiredo, 1997), mesmo para espécies
auto-compativeis como P. umbellata em que a
autofecundacgao espontanea ja foi observada
(Figueiredo, 1997). Tal plasticidade reprodutiva
confere grande habilidade de colonizacéo e
sobrevivéncia em locais com baixa diversidade de
insetos polinizadores, 0 que pode estar contribuindo
para a manutengado da variabilidade genética em
populagdes naturais dessa espécie (Culley et al.,
2002; Friedman & Barret, 2009).

Apesar da constatagdo de razoavel
variabilidade na maioria das populagdes analisadas,
fica evidente que em Adrianopolis (PR), um dos
ambientes mais impactados pela agdo do homem,

TABELA 3. Numero de locos RAPD amplificados por primer e propor¢ao de locos polimérficos (Pp) gerados em

populacdes de Pothomorphe umbellata.

Primer Ne Locos Ne Locos Ne Locos Polimorficos por Populagao
Polimérficos Ad Ja Ju Pi Ub
A08 6 5 3 3 4 3 4
A10 4 4 0 4 4 2 4
B06 5 5 1 4 2 3 5
B10 5 5 1 2 5 0 2
C16 6 6 3 2 4 6 6
Média 5,2 5 1,6 3,0 3,8 2,8 4,2
Pp (%) 96,15 30,77 57,69 73,08 53,85 80,77
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TABELA 4. Parametros de diversidade genética
obtida por de marcadores RAPD de populagbes
naturais de Pothomorphe umbellata.

Populagéo na ne H,

Adrianopolis  1,3077 1,2193  0,1260
Jacarei 1,5769 1,3397 0,1978
Jundiai 1,7308 1,4913  0,2800
Piquete 1,5385 1,3351  0,2028
Ubatuba 1,8077 1,5494  0,3034
Média 1,9615 1,5719  0,2220

na = numero de alelos observados; ne = numero efetivo de alelos;
Hg = diversidade genética.

observou-se menor variabilidade em comparagéo
com as demais localidades. Tal constatacao indica a
vulnerabilidade da espécie e a consequente erosédo
da diversidade que pode resultar do extrativismo
desordenado ou da degradagdo ambiental, o que
refor¢a a necessidade da elaboragao de estratégias
de manejo sustentavel de espécies medicinais quer
seja para programas de producao de fitoterapicos
ou de conservagao da espécie.

A média de divergéncia genética entre
populagbes (Gg,;) de P. umbellata foi de 0,3467,
demonstrando que 34,67% da variabilidade genética
€ interpopulacional enquanto 65,33% est& dentro
das populagdes. Esses valores sao superiores
aos observados por Wadt & Kageyama (2004) em
populagdes de Piper hispidinervum que observaram
28% de diferenciagédo entre as populagdes. Mariot
et al. (2002) detectaram 29% de divergéncia entre
populagdes de Piper cernnun de Mata Atlantica,
com forte estruturacédo espacial. Esses dados
sugerem que ha tendéncia de diferenciagéo entre
as populagdes de P. umbellata.

A estimativa de fluxo génico entre as
popula¢des, medido através do Nm (nimero médio
de migrantes por geracgao) foi de 0,94. Valores de Nm
menores que um sao considerados baixos e indicam
certo grau de isolamento genético (Falk et al., 2001).
O Nm encontrado na analise de populagées de P.
umbellata confirma a tendéncia de diferenciacao
das populagdes e o fluxo génico restrito pode
estar contribuindo para os niveis de diferenciagéo

TABELA 5. Matriz de similaridade de locos por RAPD.
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genética das populagdes analisadas.

A Tabela 5 representa a matriz de
similaridade com base nas distancias genéticas
entre as populagdes, calculadas com base no
coeficiente de Nei (1972). As distancias genéticas
entre os cinco locais de coleta de P. umbellata
variaram de 0,1185 a 0,3111. Observou-se que
a maior distancia genética encontra-se entre as
populacdes de Adrianépolis e Jacarei (0,3111) e a
menor (0,1185) entre Jacarei e Jundiai.

Nossos resultados ndo sugerem correlagao
entre a distancia genética e distancia geografica,
ja que elevados coeficientes de similaridade foram
observados entre populagdes geograficamente
distantes.

A analise pelo método UPGMA resultou
no dendrograma que reflete o agrupamento das
distancias genéticas das populagdes (Figura 1). No
grupo dois esta inserida a populagao de Ubatuba,
que é a populagao que apresenta maior polimorfismo
intra-populacional, seguida de Jundiai e Jacarei.
Estas duas ultimas formam outro subgrupo dentro
do grupo dois. No grupo trés, estéo inseridas as
populacdes de Piquete e Adrianopolis, sendo esta
ultima a de menor diversidade genética.

Ambas as populagbes ocorriam em
reboleira, em local de pastagem degradada com
resquicios de mata secundaria. Amenor diversidade
genética poderia sugerir efeito fundador, ou seja,
uma populagdo que se originou a partir de um
conjunto restrito de individuos com caracteristicas
semelhantes, o que é condizente com o nivel de
degradagéo ambiental observado. Por outro lado,
em Jacarei, Jundiai e Ubatuba; onde a variabilidade
genética observada foi maior, as amostras foram
coletadas em regides extensas de borda de mata
dentre um elevado nimero de individuos. Isto sugere
que a degradacao dos ambientes para implantagéo
de agricultura e pecuaria convencional, representa
um fator importante na perda da variabilidade
genética para esta espécie.

A variabilidade genética dentro e entre
populagbdes também pode ser influenciada
por fatores ecoldégicos e a diferenciagao entre
populagdes depende, além de fatores genéticos, das
condicdes de solo e de clima (Reisch et al., 2003).

Populagao Adrianépolis Jacarei Jundiai Piquete Ubatuba
Adrianépolis —
Jacarei 0,3111 —
Jundiai 0,2807 0,1185 —
Piquete 0,1724 0,2930 0,1207 —
Ubatuba 0,1796 0,1365 0,1363 0,1744 —
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FIGURA 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA, apresentando o agrupamento das distancias genéticas

entre as populagdes de Pothomorphe umbellata.

Assim, diferencas entre populagdes relacionadas a
tais aspectos podem contribuir para diferenciacao
micro-geografica. A populagdo de Ubatuba, que
apresentou maior diversidade genética, ocorre
em regido litordnea com alta umidade relativa e
temperaturas elevadas. Jundiai, a segunda em
variabilidade genética, localiza-se a mais de 700
m de altitude em uma regido de clima tropical de
altitude. Tais peculiaridades climaticas podem
estar contribuindo para a diferenciagcdo genética
entre elas, além de menor acdo antrépica em
determinados locais. Entretanto, analises ecoldgicas
sobre a espécie ainda sao necessarias para
elucidacao de tais aspectos.

Conclui-se que as populagdes de P.
umbellata estudadas apresentam variabilidade
genética, com certa tendéncia a diferenciacéo
entre as populagoes. As populacdes de Ubatuba e
Jundiai apresentam as maiores taxas de diversidade
genética, enquanto Adriandpolis as menores. Os
resultados sugerem que apesar de variabilidade
observada, o impacto do homem no ambiente pode
levar a perda rapida de diversidade genética.
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