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deu inicio & Sessdo, agradeceu pela presenga de todos, em seguida, convidou o
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Resumo

Croton L. é considerado um dos maiores e mais diversificados géneros dentre as
angiospermas com cerca de 1300 espécies. Apesar de sua representacdo na composi¢do da flora
nordestina, ndo hd nenhum estudo que vise investigar a diversidade genética no grupo. O presente
estudo objetivou analisar caracteristicas genéticas distintivas entre espécies do género com énfase
naquelas do nordeste brasileiro, incluindo marcadores moleculares e citogenéticos. As informagoes
citogenéticas geradas sobre dez populagdes de seis espécies de Croton sdo inéditas. Estas pertencem
a cinco secdes (Argyroglossum, Astraea, Barhamia, Podostachys e Velamea. Todas as espécies
apresentaram 2n=20, com excec¢do de C. lobatus com 2n=18, C. adenocalyx, com 2n=40. Foram
observados caridtipos simétricos com cromossomos meta-submetacéntricos de tamanho similar.
Constri¢des secundarias estdo presentes em todas as espécies, com excecdo de C. lundianus. A
coloracdo com nitrato de prata em C. adenocalyx, C. heliotropiifolius e C. blanchetianus apresentou
células com numero maximo de quatro nucléolos ativos para a primeira espécie, enquanto nas
demais o maior numero chegou a dois. O bandeamento com DAPI/CMA; revelou baixo contetido
de heterocromatina na maioria das espécies estudadas, com apenas um par CMA; /DAPI". Excecdes
foram Croton adenocalyx (dois pares CMA3; /DAPI) e C. lobatus, com marcagdes CMA; /DAPI”
nas regides pericentroméricas de todos os cromossomos do complemento. A hibridizac¢do in situ
fluorescente evidenciou quatro sitios de 45S em C. adenocalyx e dois em C. lundianus. Apesar de
pertencerem a segdes distintas, cinco das seis espécies aqui estudadas mostraram relativa
conservagdo cariomorfologica, com excecdo de C. lobatus. No presente trabalho também foi
averiguado a eficiéncia dos marcadores DAF (DNA Amplification Fingerprinting) ¢ ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) no acesso a variabilidade genética dos géneros Crofon ¢ Chamaesyce,
efetuando-se uma selegdo de primers para aplicacdo em estudos filogenéticos e populacionais. Para
tal, foram utilizados quatro individuos de trés espécies de Croton L. (C. heliotropiifolius, C.
blanchetianus e C. pedicellatus) e quatro de duas espécies de Chamaesyce (C. hirta e C.
thymifolia). Considerando os 29 primers DAF aplicados para Croton, foram gerados 374 loci, onde
359 foram polimérficos. J& para Chamaesyce, dos 42 primers testados, 581 loci foram amplificados,
sendo 494 polimorficos. A partir dos 17 primers ISSR testados para Croton, foram originados 327
loci, onde 317 apresentaram-se polimorficos. No que diz respeito ao género Chamaesyce, dos 15
oligonucleotideos, 193 /Joci foram gerados, com 140 polimoérficos. O elevado numero de
polimorfismos acessados evidenciou a eficiéncia das metodologias em inferir indices de
variabilidade genética. Em todos os fenogramas gerados, os valores de bootstrap foram consistentes
(acima de 80). Dados preliminares da aplicacdo de cinco primers de DAF e seis de ISSR em 40
acessos de 27 espécies de Crofon, comparadas a representantes de Jatropha (3 spp.), usados como
grupo-irmdo, também s3o aqui disponibilizados. Foram gerados ao todo 394 marcadores
polimorficos (208 para DAF e 186 para ISSR) usados para gerar uma arvore filogenética baseada
em inferéncia Bayesiana onde muitas entidades taxonOmicas apresentaram-se em posi¢des
politdmicas, indicando a necessidade de agregacdo de dados adicionais para melhor embasamento
da analise.

Palavras Chave: Euphorbiacea, Croton, Chamaesyce, Citogenética, CMA DAPI, FISH, DAF,
ISSR, inferéncia Bayesiana.



Abstract

Croton L. is among the largest and most diversified genera within the Angiosperms, with
about 1300 species. Despite of its representation in the Brazilian northeastern flora, no previous
evaluations regarding its genetic diversity was carried out. The present study aimed to analyze
distinctive genetic features for this genus, including molecular and cytological markers. In the
present study first cytogenetic inferences were carried out for ten populations out of six species
from five Croton sections (Argyroglossum, Astraea, Barhamia, Podostachys and Velamea). All
species presented 2n=20, with exception of C. lobatus with 2n=18 and C. adenocalyx with 2n=40.
The karyotypes were symmetric with meta- to submetacentric chromosomes of similar sizes.
Secondary constrictions were observed in all species, except for C. lundianus. Silver nitrate staining
in C. adenocalyx, C. heliotropiifolius and C. blanchetianus revealed a maximum of four nucleoli for
the first and two for the remaining species. The DAPI/CMA; fluorochrome staining revealed a low
heterochromatin content for most species that beard a single chromosome pair with a CMA; /DAPI
segment. Exceptions were Croton adenocalyx (2n=40, with two pairs CMA;/DAPI) and C.
lobatus with pericentromeric CMA;"/DAPI in all chromosomes of the complement. Fluorescent in
situ hybridization (FISH) revealed four 45S sites in C. adenocalyx and two in C. lundianus. Despite
of their classification in distinct sections and their morphological diversity, the karyotype features
were conserved for five of the here analyzed species, with exception of C. lobatus. In the scope of
the present work protocols for the use of DAF (DNA Amplification Fingerprinting) and ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) were tested aiming to access the genetic variability of the genera Croton
and Chamaesyce, with a previous primer selection for future phylogenetic and populational
approaches. For this purpose we used four accessions of three Croton species (C. heliotropiifolius,
C. blanchetianus e C. pedicellatus) and four accessions of two Chamaesyce species (C. hirta ¢ C.
thymifolia). Considering the DAF approach 29 primers were tested generating 374 loci and 359
polymorphisms for Crofon while for Chamaesyce 42 primers were tested revealing 581 loci and 494
polymorphisms. Concerning the ISSR inference 17 primers were tested for Croton, with 327 loci
and 317 polymorphisms, while for Chamaesyce 15 oligonucleotides generated 193 from which 140
were polymorphic. For both approaches and considering both groups the generated phenograms
were consistent with the expected relationships, presenting consistent bootstrap values (above 80).
In the present work preliminary data are also presented regarding the evaluation of 40 accessions
from 27 Croton species with five DAF and six ISSR primers, and using three Jatropha species as
sister group. This approach permitted the generation of 394 markers with 208 DAF and 186 ISSR
polymorphic bands. A phylogenetic tree based on Bayesian inference was generated revealing the
presence of various polytomic branches, indicating the need of additional markers for a better
understanding if this complex taxonomic group.

Key words: Euphorbiaceae, Croton, Chamaesyce, Cytogenetics, CMA; DAPI, FISH, DAF, ISSR,
Molecular Markers.
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13

1.0 INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae 5./, com cerca de 300 géneros e 7.500-9.000 espécies, ¢ um dos
grupos taxondmicos mais complexos e morfologicamente diversos entre as eudicotiledoneas
(CRONQUIST, 1981; SOLTIS et al., 2005; SIMPSON, 2006). De distribuicdo preferencial em
ambientes tropicais e subtropicais, a familia esta representada no Brasil por cerca de 70 géneros e
1.100 espécies (BARROSO, 1991; SOUZA e LORENZI, 2005). Dessas, cerca de 500 sdo
encontradas na Regido Nordeste (BARBOSA et al.,1996).

Trata-se de um dos grupos com maior potencial para a descoberta de novas moléculas,
especialmente dleos essenciais (MATOS, 1989), uma classe de compostos muito demandados no
mercado de produtos naturais e de farmacos. Porém, qualquer projeto de bioprospecgdo necessita de
subsidios para sua eficiente implantagdo, entre eles, estudos que propiciem um melhor
conhecimento da flora nativa, no que tange a sua diversidade morfoldgica e genética, biologia
reprodutiva e propagacdo (GARRITY e HUNTER-CEVERA, 1999; BENKO-ISEPPON e
MORAWETZ, 2007).

Tais informagdes encontram-se ainda pouco amostradas para o género Croton especialmente
no que se refere as espécies do Nordeste Brasileiro, a despeito de seu grande potencial e de sua
corrente utilizagdo por pequenas comunidades.

A grande variedade morfoldgica, que dificulta a taxonomia de alguns géneros, além da
diversidade de numeros e tamanhos cromossdmicos, torna as Euphorbiaceae um grupo muito
interessante em termos citogenéticos (PERRY, 1943). Um amplo conhecimento sobre ntimero
cromossdmico, bandeamento, organizagdo dos nucleos interfasicos e estudos de hibridizacdo in situ
apresentam-se como importantes ferramentas para estudos sistematicos e evolutivos em
angiospermas (ROSER e MORAWETZ, 1994; BENKO-ISEPPON, 2001).

Dados citogenéticos referentes as FEuphorbiaceae mostram que a maior parte das
informagdes ¢ proveniente de espécies que compdem as floras européias e norte-americanas, sendo
a brasileira, e principalmente a nordestina, carente de dados. Além disso, a maioria dos estudos se
concentra em determinagdes do numero cromossdmico, existindo poucas analises envolvendo
caracterizacOes cariotipicas mais detalhadas, fato comum em muitos grupos de plantas tropicais
(RAVEN, 1975; ROSER ¢ MORAWETZ, 1994). Igualmente, ha uma caréncia de estudos com
marcadores moleculares em espécies tropicais, com é&nfase em espécies nativas (BENKO-
ISEPPON, 2001).

O género Croton ¢ considerado o segundo maior da familia com cerca de 1300 espécies. No
Brasil ocorrem 350 espécies, das quais 40 foram observadas no Estado de Pernambuco

(CRAVEIRO, et al., 1978; WEBSTER, 1994; LUCENA, 2000). Este grupo apresenta taxonomia
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complexa devido ao elevado nimero de espécies e a grande diversidade morfologica de seus
individuos. Essa complexidade tem dado margem a identifica¢des erroneas de varias espécies
reconhecidas como novas quando, na verdade, sdo variantes de espécies ja descritas. Nesse sentido,
estudos genéticos compostos por técnicas citogenéticas e marcadores moleculares apresentam-se
como uma excelente ferramenta no auxilio da elucidacdo da historia evolutiva desse grupo
(MACIEL et al., 2002).

O presente estudo visou analisar caracteristicas genéticas distintivas entre espécies do
género Croton, com énfase naquelas do nordeste brasileiro, incluindo marcadores moleculares e
citogenéticos, avaliando a diversidade e a distribuicdo destes marcadores nos representantes do
género, comparativamente a grupos relacionados, de modo a auxiliar no entendimento das relagdes

biossistematicas do grupo.



15

2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideragdes sobre a familia Euphorbiaceae e o género Croton

2.1.1 A familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae s./ ¢ uma das mais representativas dentre as Angiospermas,
ocorrendo predominantemente em regides tropicais e subtropicais, embora tenha representantes em
todas as regides do planeta, exceto nas regides mais frias como o Artico (HANS, 1973; BARROSO
et al., 1991; GONZALEZ, 1995). Diversos levantamentos floristicos confirmam a ampla
distribuicdo das Euphorbiaceae em varios ecossistemas brasileiros, tais como cerrado, mata
atlantica, caatinga e campos rupestres (CORDEIRO, 1993; HARLEY, 1995; FERRAZ, 1996;
PAIVA Jr. et al., 2000; SANTOS et al., 2000).

Umas das principais caracteristicas dessa familia é a sua grande diversidade morfoldgica,
apresentando plantas que podem ser latescentes ou ndo, de hébito variado, existindo arvores de
grande porte, arvoretas, arbustos, subarbustos e ervas, incluindo espécies cactiformes, aquaticas e
lianescentes (WEBSTER, 1987; JOLY, 1993; GONZALEZ, 1995). As folhas sdo alternas, simples
ou compostas, em geral com estipulas. As folhas simples podem ter limbo inteiro ou lobado
(Dalechampia, Croton, Jatropha, Cnidoscolus, Manihot, etc.). As compostas sio de tri a
quinquefolioladas como em Hevea, Piranhea ¢ Joannesia (BARROSO et al., 1991). Sao plantas
monoicas ou diodicas, com inflorescéncias racemosas, cimosas ou em ciatio. As flores sdo
unisexuadas (eventualmente hermafroditas), podendo ocorrer vestigios do sexo oposto. O androceu
¢ variavel, apresentando de poucos a muitos estames, com filetes curtos ou longos, livres ou
concrescidos e anteras ditecas ou monotecas. O gineceu tipico € o tricarpelar, que constitui um
ovario livre, trilocular, com estiletes livres ou parcialmente concrescidos, inteiros, bifidos, lobados
ou laciniados no apice (BARROSO et al., 1991). Os frutos podem ser deiscentes ou indeiscentes,
geralmente tricocas. As sementes podem ser globosas, ovdides, angulosas, plano-convexas, ou
carenadas. Sdo ricas em endosperma, muitas vezes oleaginoso (Ricinus, Aleurites), podendo ser

providas de grande caruncula (Croton, Ricinus, Jatropha, etc.) ou arilo (Chaetocarpos, Pera)
(BARROSO et al., 1991; JOLY, 1993).

2.1.2 O Género Croton

Croton L. compreende o segundo maior género da familia Euphorbiaceae com cerca de

1.300 espécies. Sua distribuicdo ¢ predominantemente neotropical (WEBSTER, 1994) sendo a
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América do Sul, as Antilhas e o México importantes centros de diversidade para esse grupo
(BURGER & HUFT, 1995). No Brasil, este género ¢ representado por aproximadamente 350
espécies (BARROSO et al., 1991) ocupando diferentes ambientes e tipos vegetacionais.

Na subfamilia Crotonoideae esse grupo € reconhecido como o de taxonomia mais complexa
por varios estudiosos (SECCO, 1992; CORDEIRO, 1993; WEBSTER, 1993;1994; LUCENA,
2009). Isso se deve néo apenas ao elevado numero de espécies, mas também a grande diversidade
morfoldgica de seus individuos, dificultando a delimitagdo dos taxa, além de problemas de
identificacdo e nomenclatura. Essa complexidade tem dado margem a identificacdes erroneas de
varias espécies reconhecidas como novas quando, na verdade, sdo variantes de espécies ja descritas.

O género ¢ caracterizado por apresentar plantas latescentes ou ndo, com tricomas estrelados,
lepidopos ou de outros tipos; folhas com ou sem glandulas; inflorescéncia racemosa, cimosa ou
mais raramente paniculiforme; flores estaminadas em geral diperiantadas com estames livres e
flexionados no botdo, grios de podlen globosos e elipsoidais, inaperturados ¢ com elementos
supratectais triangulares a arredondados, dispostos sobre uma rede de muros, constituida por
columelas regulares, caracterizando o padrido de exina conhecido como “croton” (NOWICK, 1994;
WEBSTER, 1994).

Os estudos existentes para o Nordeste abrangem principalmente a darea fitoquimica
(CRAVEIRO e SILVEIRA, 1982; MATOS, 1983; MONTE, et al., 1988; SILVA, 1998), anatomia
(NEPUCENO e OLIVEIRA, 1979) e levantamentos floristicos (ANDRADE-LIMA e LIMA, 1967;
LUCENA, 1996; ALVES, 1998; SILVA, 1998; RODAL, et al., 1999), onde o género é referido

como altamente diversificado e bem representado em todos os ecossistemas.

2.1.3 Importancia Econdomica

Euphorbiaceaec destaca-se como uma das familias botanicas de maior importancia
econdmica, tendo espécies aproveitadas para os mais diversos fins. A seringueira (Hevea
brasiliensis M. Arg.) e outras espécies do género Hevea sdo fornecedoras de latex, usado na
producdo de borracha natural, sendo extensamente cultivadas em alguns trechos da floresta
amazonica e das florestas do arquipélago malaio (JOLY, 1993; RIZZINI e MORS, 1995).

A mamona (Ricinus communis L.), nativa da Africa, ¢ fonte do 6leo de ricino, de fibras
vegetais e de compostos quimicos usados na medicina, além de outros 6leos lubrificantes aplicados
na aviagdo, bem como em propulsores de Onibus espaciais e foguetes (GONZALEZ, 1995;
RIZZINI e MORS, 1995; STEVENS, 2001).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.) ¢ fonte primaria de alimento (principalmente de

amido), com énfase em regides tropicais, onde ¢ consumida em larga escala, seja in natura ou em
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forma de farinha (HEYWOOD, 1993; GONZALEZ, 1995; CARVALHO ¢ GUERRA, 2002). Na
produ¢do madeireira destacam-se Hura crepitans L., cuja madeira é clara, de facil corte, pouco
resistente a agua, porém muito utilizada em interiores ou na confec¢do de caixotes. Madeiras
importantes também sdo encontradas no género Hieronyma (RIZZINI e MORS, 1995).

Algumas espécies de Croton, Euphorbia, Phyllanthus sdo utilizadas como plantas
medicinais (LORENZI, 1982; JOLY, 1993; GONZALEZ, 1995; MACIEL, et al. 2002). Outras
espécies movimentam grandes somas de dinheiro no mercado de plantas ornamentais, como a
Pointisetia (Euphorbia pulcherrima) (STEVENS, 2001).

A importancia econdmica do género Croton ¢é cada vez mais reconhecida, devido,
principalmente, ao seu enorme potencial para a producdo de oOleos essenciais e diversos
constituintes ativos como flavonoides, alcaldides e terpendides. Varias de suas espécies sdo
largamente utilizadas na medicina popular, dentre as quais algumas tém suas atividades terap&uticas
confirmadas cientificamente. Sdo exemplos de espécies usadas na medicina popular: Croton tiglium
(contra cancer), C. macrostahys (vermifugo), C. sellowii (antibidtico), C. cortesianos (dermatites),
C. lineareis (antitérmico), C. sublyratus (contra ulcera) e C. penduliflorus (purgante) (KUPCHAM,
1979; RIZK, 1987; RANDAU et al. 2002).

2.2. Estudos Genéticos em Euphorbiaceae e o no género Croton

2.2.1. Citogenética
2.2.1.1. Numeros cromossomicos

As Euphorbiaceae sdo de grande interesse citogenético devido a significativa diversidade de
numeros (2n=16 a 2n=224) e tamanhos cromossomicos encontrados (PERRY, 1943;
SOONTORNCHAINAKSAENG e CHAIYASUT, 1999). Essa diversidade estd muitas vezes
associada a sua complexa e variada morfologia, tanto em termos reprodutivos quanto vegetativos
(STEBBINS, 1971).

Listas de niimeros cromossdmicos de espécies ocorrentes no Brasil, incluindo plantas da
familia Euphorbiaceae, foram publicadas por diversos autores (GIBBS e INGRAM, 1982;
PEDROSA et al., 1999; GUSMAO, 2000; PORTO, 2007).

Gusmao (2000) elaborou uma lista com os nimeros cromossomicos mais frequentes para 90
géneros, abrangendo todas as subfamilias e totalizando 927 espécies. Apesar da grande variagdo
numérica encontrada, as subfamilias Phyllanthoideae, Crotonoideae ¢ Acalyphoideae exibiram certo

grau de prevaléncia dos numeros n=13, n=11 e n=10, respectivamente. O género Euphorbia
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apresentou o maior numero de espécies estudadas (306), chegando quase a um terco do total listado,
exibindo n=8, 9, 10 e¢ 14 como niimeros hapldides mais frequentes. Segundo Perry (1943) n=8 pode
ser considerado o nuimero primitivo para a familia com a evolug¢do cromossoémica se dando por
disploidia descendente (n=6 ¢ 7) ou, mais provavelmente, ascendente (n=9, 10 ¢ 11).

Devido a grande importancia econdmica do género Manihot, varios estudos sobre a
citogenética de espécies e, principalmente, variedades de M. esculenta (popularmente conhecida
como macaxeira, mandioca ou aipim) tém sido publicados (PERRY, 1943; JENNINGS, 1963;
UMANAH e HARTMAN, 1973; CARVALHO e GUERRA, 2002). Todas as espécies de Manihot
analisadas at¢é o momento apresentaram 2n=36 (n=18). Essas espécies ¢ variedades sdo
consideradas, por muitos autores, como alopoliploides originados a partir do nimero basico x=9
(PERRY, 1943; JENNINGS, 1963; UMANAH ¢ HARTMAN, 1973). Por outro lado, Carvalho ¢
Guerra (2002) sugerem que o estabelecimento de 2n=18 possa ter ocorrido antes da diferenciacio
do género.

Por sua vez, Vanzela et al. (1997) estudaram oito espécies do género Dalechampia
coletados nos Estados brasileiros do Parand e de S@o Paulo, encontrando quatro numeros
cromossdmicos distintos 2n=36, 46, 138 ¢ 198, onde 2n=36 ocorreu em D. pentaphylla Lam. e
2n=198 em D. stenosepala Muell. Arg. Diferencas no niumero cromossomico de trés populacdes de
D. stenosepala (duas com 2n=46 ¢ uma com 2n=198) sugerem que possam tratar-se de espécies
distintas, embora os estudos morfologicos ndo evidenciem grandes diferengas entre elas.

A presenca de cromossomos B foi observada em alguns géneros da familia Euphorbiaceae
tais como Phyllanthus, Joannesia, Alchornea, Euphorbia e Croton (KRISHNAPPA ¢ RASHME,
1980; SOONTORCHAINAKSAENG e CHAIYASUT, 1999; GUSMAO, 2000). Segundo Stebbins
(1971), os cromossomos B em geral ndo induzem qualquer efeito morfologico perceptivel.
Entretanto, fisiologicamente sua presen¢a pode reduzir o vigor vegetativo e a fertilidade do pdlen.

Como demonstrado na Tabela 1, a literatura citogenética revela que apenas cerca de 5% das
espécies de Croton foram estudadas cromossomicamente. Apesar de apresentar os nimeros n=§ e
n=32 como menor ¢ maior numeros hapldides encontrados, respectivamente, o género exibe n=10
como o mais frequente. Entretanto, menos da metade das se¢des pertencentes a esse grupo possuem
espécies analisadas, sendo que algumas dessas possuem apenas um representante (Astraea, Croton,
Eremocarpus, Furcaria, Gynamblosis, Julocroton, Pilinophytum e Tiglium). A se¢do Drepadenium
exibiu n=14 cromossomos em todas as cinco espécies estudadas enquanto em Velamea (com oito

espécies estudadas) os nimeros variaram entre 9, 10 e 24.
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Tabela 1: Lista de espécies pertencentes ao género Croton estudadas cromossomicamente. Dados obtidos em
Soontornchainaksaeng e Chaiyasut, 1999; Gusmao, 2000; Soontornchainaksaeng et al., 2003; Croton Research
Network, 2006, Porto, 2007. Legenda das abreviagdes: Gam.=Gametofito; Spor.=Espordfito; (*)= referéncias obtidas

nos artigos acima citados.

Taxon Gam. Spor Autor
Secdo Adenophyllum
C. ciliato-glanduliferus Ortega 10 - Seavey, 1975°
C. humilis L. 10 - Urbatsch et al., 1975°
Secdo Argyrocroton
C. joufra Roxb 10 - Mehra e Hans, 1969 ; Mehra, 1976°
C. laevigatus Vahl 10 - Bedi ef al., 1980°
11 - Sarkar et al., 1972°
C. roxburghii Vahl 10 20  Mehra e Hans, 1969% Mehra, 1976°
C. hutchinsonianus Hosseus 10 20  Soontornchainaksaeng et al.,2003
C. poilanei Gagnep. 10 20  Soontornchainaksaeng et al.,2003
C. robustus Kurs. 10 20  Soontornchainaksaeng e Chaiyasut, 1999
Soontornchainaksaeng et al., 2003
C. cascarilloides Raeusch. 10 20  Soontornchainaksaeng et al.,2003
Seciio Argyroglossum
C. blanchetianus Baill. - 20 Pérto, 2007
Secao Astraea
C. lobatus L. 9 - Brunel e Laplace, 1977%; Miller e Webster,
1966°%;
- 18  Gusmdo, 2000; Porto, 2007
Secido Barhamia
C. urticaefolius Lam. - 20  Porto, 2007
Secio Cascarilla
C. kongensis Gagnep. 10 20  Soontornchainaksaeng et al.,2003
C. caudatus Giesel. 10 20  Mehra e Hans, 1969% Mehra, 1976
C. lorentzii Mull. Arg. 10 - Bernadelo et al., 1990°
C. bonplandianus Baill. 8 - Sanjappa, 1979*
10 - Miller e Webster, 1966%; Datta, 1967*
10 20  Bir e Shidu, 1979°
C. pulegioides Mull. Arg. - 20  Porto, 2007
C. persicaria Baill. 10 - Mehra, 1976*
Secédo Croton
C. aromaticus L. 10 - Kothari et al., 1981°
Secao Cyclostigma
C. ruizianus (vel aff.) Mull. Arg. 32 64  Diers, 1961°
C. sarcopetalus Mull. Arg. 32 - Bernadelo et al., 1990°
C. xalapensis Kunth Ca. 60 - Miller e Webster, 1966

Secdo Drepadenium

C. californicus Mull. Arg. 14 - Urbatsch et al., 1975°
C. californicus var. tenius (Wats.) Ferg. 14 - Szweykowski, 1965°
C. dioicus Cav. 14, 28 - Urbatsch et al., 1975°
C. punctatus Jacq. 14 - Bell, 1965*
C. texensis (K1) Mull. Arg. 14,28 28, Urbatsch et al., 1975"
56
C. wigginsii L.C. Wheeler 14 - Spellenberg, 1986°
Secido Eremocarpus
C. setigerus Hook. 10 20 Miller e Webster, 1966"; Heiser e
Whitaker, 1948*
Secao Furcaria
C. klotzschianus Thwaites 10 - Datta, 1967%
11 - Sharma, 1970°

Kothari et al., 1980°
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Tabela 1 (continuacdo)

Taxon Gam. Spor Autor

Secio Geiseleria

C. glandulosus L. - 16  Perry, 1943°
C. palmeri S. Wats. - 16  Perry, 1943°
C. hirtus L. Her. 8 16  Soontornchainaksaeng et al., 2003
Secio Gynamblosis
C. monanthogynus Michx. 10 - Urbatsch et al., 19757
- 16  Perry, 1943°
C. pedicelattus Kunth. - 18  Péorto, 2007
Sec¢ao Julocroton
C. subpannosus Mull. Arg. 10 - Di Fulvio, 1973*

Secio Lamprocroton
C. alabamensis E.A.Smith ex Chapman 16, 32 32 Farmer, 1962% Farmer e Thomas 1969%

C. argentinus Mull. Arg. 10 - Di Fulvio, 1973*
Seciio Lasiogyne

C. jacobinensis Baill. - 20 Porto, 2007

C. sonderianus Mull. Arg. - 20  Porto, 2007

Sec¢do Pilinophytum

C. capitatus var. capitatus Michx. 10 - Urbatsch et al., 1975°
C. capitatus var. lindheimeri Michx. - 20  Lewis et al., 1962°

(Engelm. et A. Gray) Mull. Arg.
Secio Tiglium

C. tiglium L. 10 20  Mehra e Hans, 1969% Mehra, 1976°
Secdo Velamea
C. cortesianus Kunth 10 - Miller e Webster, 1966*
C. fruticulosus Torr. ca. 24 - Urbatsch et al., 1975°
C. heliotropiifolius (Kunth) Mull. Arg. - 20  Gusmao, 2000
- 40  Porto, 2007
C. pottsii (K1) Mull. Arg. 9 - Urbatsch et al., 1975°
C. pottsii var. pottsii (K1) Mull. Arg. 20 - Ward, 1983*
C. torreyanus Mull. Arg. 10 - Urbatsch et al., 1975*
C. magdalenae Millsp. 10 - Urbatsch et al., 1975°
C. aff. Rhamnifolius (Kunth) Mull. Arg. - 20  Gusmado, 2000
C. semivestitus Mull. Arg. - 40  Porto, 2007
Secdo nio definida
C. kerri Airy Shaw 10 20  Soontornchainaksaeng et al., 2003
C. roxburghii Vahl N. P. Balakr 10 - Mehra e Hans, 1969%; Mehra, 1976°
C. stellatopilosus Ohba 10 20  Soontornchainaksaeng et al.,2003
C. thorelli Gagnep. 10 20  Soontornchainaksaeng et al.,2003

Apesar das espécies de Croton apresentarem importantes diferencas morfologicas, a maioria
dentre as estudadas revelou certa conservacdo citologica com n=10 e cromossomos similares em
tamanho e numero. Soontorchainaksaeng e Chaiyasut (1999) propdem que essa diversidade
fenotipica seja devida a diferencas moleculares que ndo sdo perceptiveis quando se estuda o

complemento cromossdmico.

2.2.1.2. Bandeamento cromossomico

Poucos estudos incluindo técnicas de bandeamento foram realizados na familia,

provavelmente devido ao pequeno tamanho dos cromossomos em varias espécies. A coloragdo com

fluorocromos, o bandeamento C com Giemsa e a impregnacdo com nitrato de prata (AgNOs3) foram
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utilizados por Carvalho e Guerra (2002) em 39 variedades de Manihot esculenta Crant. e outras oito
espécies do género. Dessas, seis variedades de M. esculenta, bem como as espécies M. dichotoma e
M. caerulescens foram estudadas com o bandeamento C e exibiram padrdo similar com seis grandes
blocos de heterocromatina bem corados ¢ quatro blocos menores fracamente corados, em diferentes
cromossomos. As espécies e variedades analisadas com nitrato de prata exibiram alguns dos
cromossomos do complemento marcados, sem especificidade, dificultando a diferenciacdo das
RON:Ss. Entretanto, na variedade Naja de M. esculenta e em M. diamantinensis, pdde-se observar de
um a seis nucléolos de diferentes tamanhos. O corante CMAj; evidenciou marcagdes em o0ito
cromossomos, sendo que em quatro destes, essa marcacdo coincidiu com as regides
correspondentes aos satélites cromossomais, visualizadas com a coloragdo convencional. Ja o0 DAPI
gerou bandas positivas na regifo intersticial de um a dois pequenos pares de cromossomos.

Vosa e Bassi (1991) aplicaram os corantes fluorescentes quinacrina ¢ Hoechst 33258 em
espécies de Euphorbia, indicando que as fracas bandas produzidas correspondiam as regides
organizadoras de nucléolos. Em Hevea brasiliensis os resultados da andlise com os fluorocromos
CMA; e DAPI indicaram que sua heterocromatina ndo apresentava predominio de pares de bases
AT ou GC em sua composic¢do (LEITCH et al., 1998).

Gusmaio (2000) teve dificuldades em estudar Croton lobatus, C. rhamnifolius ¢ C. aff.
rhamnifolius com o bandeamento C. Entretanto, a colora¢do com os fluorocromos CMA; e DAPI,
evidenciaram um par de cromossomos portando bandas CMA; /DAPI"*""™ pericentroméricas em C.
rhamnifolius e C. aff. rhamnifolius ¢ subterminais em C. lobatus. Por sua vez, a impregnacdo com
nitrato de prata evidenciou uma quantidade maxima de dois nucléolos por nucleo em C. lobatus e
C. rhamnifolius.

Em Ricinus communis o bandeamento com os fluorocromos CMA/DAPI apresentou
heterocromatina abundante e rica em guanina-citosina (GC) na forma de grandes blocos CMA
positivos (CMA ™) em cinco pares, além de pequenos blocos na regido pericentromérica de todos os
bragos cromossdmicos. Por sua vez, a impregnagdo com AgNO; evidenciou de um a quatorze

nucléolos por nucleo interfasico para a espécie (VASCONCELOS, 2008).

2.2.1.3. Citogenética Molecular

Frente a escassez de estudos que envolvam a citogenética molecular em Euphorbiaceae,
merecem destaque os trabalhos realizados por Leitch ef al. (1998) e Carvalho e Guerra (2002), nos
quais foram realizadas analises envolvendo hibridizagio in situ fluorescente (FISH, Fluorescent In
Situ Hybridization). Em Hevea brasiliensis, o uso da sonda pTa71 (de 9 kb, extraida de trigo,

correspondente aos sitios de DNAr 18S-5.8S-25S e espagadores intergénicos) revelou quatro sitios
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de hibridizagdo correspondentes as RONs ativas visualizadas em dois pares cromossémicos. Um
marcador adicional, no brago longo de um cromossomo metacéntrico, foi revelado com o uso da
sonda pXVI (349 bp, correspondente ao sitio para DNAr 5S de beterraba). A sonda de DNA
telomérico de Arabidopsis thaliana — com a sequéncia (TTTAGGG), — hibridizou em todas as
porg¢des terminais dos cromossomos (LEITCH et al, 1998).

Outro estudo realizado por Carvalho e Guerra (2002) incluiu analises das variedades BGM
449, BGM 16, Aipim abacate e Aipim de M. esculenta e a espécie M. dichotoma. Nesse estudo
foram observados seis sitios de DNAr 45S, sendo quatro maiores ¢ dois menores, em todas as
espécies. Esses dados estiveram de acordo com os resultados obtidos com a impregnagao por nitrato
de prata, realizada previamente.

Vasconcelos (2008) observou quatro grandes sitios de DNAr 45S, associados as bandas
CMA"" dos satélites nos bragos longos dos pares A e D em Ricinus communis. Em algumas células
foram detectados de um a trés outros pares contendo pequenos sinais de DNAr 45S co-localizados
com partes das bandas CMA", estando um deles, inclusive, na banda pericentromérica CMA" do
braco curto do par B. Esse par também exibiu um sitio de DNAr 5S associado a regido mais distal

do bloco CMA™ no brago longo.

2.2.2 Marcadores Moleculares e analise de sequéncias de DNA

A evolucdo das técnicas moleculares, aliada ao aumento de sua precisdo, tem permitido o
acesso de forma segura e esclarecedora ao genotipo e a variabilidade genética de um niimero cada
vez maior de plantas. Essas investigacdes tém promovido um notével avango no entendimento do
comportamento fenotipico desses organismos, o que tem facilitado sua manipulagdo tanto no
sentido de auxiliar a produgdo de novas cultivares, como na compreensio das tendéncias evolutivas
de diferentes grupos taxonomicos (FREITAS e BERED, 2003).

Contudo, o mais importante, do ponto de vista da genética da conservagdo, ¢ o fato de que
diferentes marcadores moleculares podem ter taxas de evolugéo diferentes, de modo que, através de
uma escolha criteriosa desses marcadores, pode-se estudar desde problemas de identificacdo de
individuos, até a identificagdo de espécies cripticas ou formulacdo de hipdteses filogenéticas em

grupos supra-especificos (SOLE-CAVA, 2001).
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2.2.2.1 Marcadores DAF e ISSR

A técnica de DAF (DNA Amplification Fingerprinting) € baseada na aplicagdo de primers
arbitrarios, tendo, portanto uma estreita relagdo com o RAPD (Random Amplified Polymorphic). No
entanto, ha uma distingdo fundamental entre essas técnicas que € a concentragdo do DNA-molde
utilizado. Enquanto na RAPD utiliza-se em média 25 ng, na reacdo de DAF a concentragdo ideal
esta entre 0,1-1,0 ng, conferindo uma maior especificidade e reprodutibilidade. Por sua vez, a
concentragdo dos primers ¢ muito maior nesta ultima do que no RAPD, motivo pelo qual muitos
autores consideram o Fingerprinting de DNA uma técnica mais segura, justamente devido a
reprodutibilidade. Ambas as metodologias foram publicadas quase simultaneamente, destacando-se,
portanto que o DAF (CAETANO-ANOLLES et al., 1991) ndo é uma variagio ou adaptacdo da
técnica de RAPD descrita por Williams et al. (1990).

Os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) compreendem sequéncias curtas de
nucleotideos repetidas na mesma ordem, cujo nivel de polimorfismo produzido é devido a variacdo
no numero de unidades de repeti¢do em um determinado locus (MORGANTE e OLIVIERI, 1993).
Marcadores SSR s3o obtidos com o uso de primers que flanqueiam regides contendo os
microssatélites. Os primers para SSR sdo desenhados a partir do sequenciamento de fragmentos de
DNA, obtidos de bibliotecas gendmicas, onde os ultimos foram previamente localizados
(MILLACH, 1999).

Zietjiemicz et al. (1994) desenvolveram um tipo de marcador baseado em SSR, os ISSR ou
Inter Simple Sequence Repeats. Este marcador contorna a problematica da informagéo prévia das
sequéncias que flanqueiam o microssatélite. O método proporciona alta reprodutibilidade dos
resultados e gera niveis abundantes de polimorfismo em muitos sistemas (LIU e WENDEL, 2001).

O ISSR ¢ considerado um marcador semi-arbitrario, ampliado por PCR na presenca de
oligonucleotideos complementares para o microssatélite designado, podendo cada primer ser
ancorado no final 3" ou 5" em geral com padrdes de repeticdo de 1 a 4 bases de purina e/ou
pirimidina (PATZACK, 2001; SOUZA et al., 2005). As sequéncias-alvo dos ISSR sdo abundantes
ao longo do genoma de eucariontes e evoluem rapidamente (FANG ¢ ROOSE, 1997; ESSELMAN
etal., 1999).

2.2.2.2 Estudos Evolutivos em Euphorbiaceae

O uso de marcadores moleculares tém auxiliado no estudo filogenético de alguns géneros de

Euphorbiaceae. Em Macaranga, um género conhecido pelo mirmecofitismo de suas espécies, a
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analise de ITS (espagadores transcritos internos do DNA ribossomal) combinada com MP-PCR
(PCR iniciada por microssatélites) e RAPD revelou um agrupamento das espécies mirmecofiticas
na secdo Pachystemon, sugerindo uma recente radiagc@o desta caracteristica no género (BLATTNER
etal.,2001).

Em Merculiares, o estudo de sitios ITS sugeriu uma origem monofilética para o género com
dois clados intragenéricos principais: um composto por arvores com rizomas e outro formado por
espécies do Mediterrdneo Ocidental. Estes dados estdo de acordo com a classificagdo taxonOmica
para o género (KRAHENBUHL et al., 2002). Em mandioca (M. esculenta) a técnica de RAPD tem
sido usada para caracterizar geneticamente varios cultivares (NASSAR ez al., 1998a; 1998b;
COLOMBO et al., 1998; 2000a; 2000b). Por sua vez, Olsen (2004) através da analise de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) e de SSR (Simple Sequence Repeat) sugeriu que as 20
variedades de M. esculenta estudadas surgiram de maultiplas hibridizagdes da subespécie
flabellifolia, originaria do sul da Amazonia.

A andlise filogenética mais recente para Croton, realizada por Berry et al. (2005a),
utilizando dados moleculares das regides ITS, do DNA nuclear ribossémico, e do fragmento trnL-F,
do DNA plastidial, demonstrou que o género, como circunscrito por Webster (1993), ndo compde
um taxon monofilético. Segundo Berry et al. (2005a,b), Croton torna-se um grupo monofilético
com a inclusdo de Moacroton Croizat, um pequeno género endémico de Cuba, ¢ a exclusdo de
Croton secdo Astraea (Klotzsch) Baill., sugerindo o restabelecimento do género Astraea Klotzsch.
Além disso, um novo género monoespecifico recentemente descrito para a tribo Crotoneae,
Brasiliocroton P.E. Berry & Cordeiro, aparece nessas analises como grupo irmdo de Crofon, do
qual difere principalmente por apresentar os estames eretos no botdo floral (os quais em Croton sio
sempre encurvados), parecendo constituir a unica sinapomorfia morfoldgica deste gigantesco
género. Além da recircunscri¢do do género, essas analises filogenéticas, sobretudo aquela reportada
por Berry et al. (2005a), mostraram a necessidade de uma reavaliagdo da classificagdo infragenérica
de Croton, uma vez que as seg¢des apresentadas por Webster (1993) ndo se mostraram monofiléticas

em sua maioria.
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Introduction and Background

Angiosperms are by far the largest group of plants and the most important from an ecological
standpoint, being extremely important for land life, since they provide primary organic matter and
also deliver the main resources for human populations. The Northeastern Brazilian region presents
high floristic diversity, being composed by nine ecosystems with prevalence of the semi-arid
(Caatinga) vegetation.

The Brazilian semi-arid zone comprises about 60% of the Northeast region, occupying an area
of ca. 1,000,000 km?, distributed over ten Brazilian federative states (Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia and northern Minas Gerais). Some
of the vegetation types found in the region occur within the established limits of the semi-arid zone
(Fig. 1).

The Brazilian Northeast region includes more types of vegetation than any other Brazilian
region. In addition to the Caatinga one can find in this region also the Atlantic Rainforest, seasonal

forests and inland mountain forests, shore dunes and coast vegetation (/Restingas), mangroves,

savannah-like vegetation (Cerrados) and specialized highland rocky savannas (Campos Rupestres).
Moreover, researchers have observed that the Caatinga vegetation is highly diverse, with many
endemic species (Harley 1996, Giulietti et al. 2002).

Archeological founds indicate that the Brazilian Northeastern region has been occupied in
different intensity levels since more than 4,000 years (FUMDHAM 1998). Local populations are
the poorest of the country; a large dependence of natural resources is given, with emphasis on plants
for various purposes, including food and phytomedicine. Regions of higher dependence on natural
resources and extractions activity are accompanied by visible loss of biodiversity in the fragile dry
ecosystems due to the unsustainable extraction of natural resources.



34

> "4, Northeastern
Gl .@Rqﬂon
Brazil ...
& Equator ling
&
-
AT S
¢ ] 520 km
L
é Vegetation Types
ElLatitollous Rainforest
Atlantic Palm forest (Babaquals)
“«w Ocean Galery Forest
L Cantinga (Semi-Arid)
__J Cerrado (Dry Savanna)
Y] Coastal Atlantic Forest

Figure 1. Brazilian Northeastern region and prevalent vegetation types. Adapted from IBGE (2000) with
modifications.

The genus Croton L. (Euphorbiaceae) includes around 1,300 species, being widespread in
tropical regions of the Old and New Worlds. Several species are known for their traditional use as
medicinal plants in tropical regions, including many different applications as cancer treatment,
constipation, diabetes, digestive problems, dysentery, external wounds, fever, hypercholesterolemia,
hypertension, inflammation, intestinal worms, malaria, pain, ulcers and weight-loss, among others
(Salatino et al. 2007).

Compounds observed in this group include proanthocyanidins and/or alkaloids. The latter
may be taspine or some of several benzylisoquinoline-like compounds. Diterpenes are very
common in Croton, corresponding to clerodanes, cembranoid, halimanes, kauranes, labdanes,
phorbol esters, trachylobanes and sarcopetalanes. Some species are aromatic due to the possession
of volatile oils. Representatives of new classes of compounds (phenylbutanoids, glutarimide
alkaloids, sarcopetalane diterpenes) have been isolated from Croton species. While laticifers have
been described in Croton species, so far there are no anatomical studies about secretory structures
of volatile oil (Rizk 1987, Salatino et al. 2007).

In Brazil approximately 400 Crofon names are cited, with the greatest concentration in the
northeastern region (Pollito et al. 2004), particularly in the Caatinga biome. Of this total, 300 are
considered endemic to the country (Pollito et al. 2004). Despite the diversity and potential
economic importance of Brazilian Croton species, most available studies are focused on taxa from
other geographical regions, exposing the urgent need of investments in research (especially
including taxonomy, ecology, genetics, phytochemistry and ethnobotany), product development, as
well as for in situ and ex sifu conservation of these important plants.

This chapter brings an overview of available knowledge on Croton, especially in Brazilian
Northeastern region, including new observations regarding morphology, distribution and genetic
diversity.

The Euphorbiaceae Family and Its Taxonomic Delimitation
The family Euphorbiaceae s./., with about 300 genera and 7,500-9,000 species, is one of the

most complex and morphologically diverse taxonomic groups among the Eudicotyledonae
(Cronquist 1981, Soltis et al. 2005, Simpson 2006). Currently, the family is positioned within
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Eurosidae I, in the order Malpighiales, without clear definition of relationships to the most
phylogenetically affiliated groups (www.mobot.org).

Possibly, the families with the greatest evolutionary affinity are Rafflesiaceae and
Picrodendraceae (Davis et al. 2007). However, Euphorbiaceae s./., in classification systems before
the current proposals, was related to Buxaceae and Pandaceae, in the order Euphorbiales (subclass
Rosidae) sensu Cronquist (Cronquist 1981).

The knowledge of secondary compounds and of the molecular biological features are strongly
emphasized as indispensable tools in the interpretation of evolutionary relationships among the
subfamilies of Euphorbiaceae s./. (Esser et al. 1997, Davis et al. 2007). Currently, with a basis in
molecular and morphological indicators, some modifications in the composition and internal
organization of the family have been proposed (Wurdack et al. 2005, Kathriarachchi et al. 2006).
The artificiality of the family had already been indicated by Radcliff-Smith (1987) and Meeuse
(1990), which has since been confirmed. Some genera were segregated, subsequently constituting
new families, which has created some reservations as to their acceptance by the scientific
community (Table 1).

Table 1. Classification of some representative genera of Euphorbiaceae s./. occurring in Brazil and their
current systematic position.

Family Subfamily Genera
Phyllanthaceae Phyllanthus, Richeria
Peraceae Pera, Pogonophora
Acalyphoideae Acalypha, Alchornea, Aparisthmium, Bernardia,
Chaetocarpus, Dalechampia, Ditaxis, Romanoa,
Tragia
Euphorbiaceae s.s. Crotonoideae Cnidoscolus, Croton, Jatropha, Manihot,

Pausandra, Ricinus
Euphorbioideae Actinostemon, Algernonia, Chamaesyce,
Euphorbia, Mabea, Poinsettia, Sapium,

Sebastiania, Stillingia

Among the genera with neotropical representatives, Phyllanthus and Richeria are currently
placed in the Phyllanthaceae Martyn., while Pera and Pogonophora were transferred to Peraceae
(Baill.) Klotz. Most of the genera were maintained in Euphorbiaceae s.s., despite the continued
consensus in the non-monophyletism of the family. These alterations, made available on APG
online (www.mobot.org), are based on several recent molecular studies and the strong
morphological variability observed in these taxa in relation to the other members of Euphorbiaceae
s.s. Euphorbiaceae s.s. is organized in four subfamilies: Cheilosoideae (endemic to southeast Asia),
Acalyphoideae, Crotonoideae and Euphorbioideae.

Morphological Characterization of Euphorbiaceae s..

Representatives of the family Euphorbiaceae s./. demonstrate a great morphological variability
(Cronquist 1981, Souza and Lorenzi 2005, Simpson 2006). Concerning habit, it is possible to find
woody plants (trees to subshrubs) to herbs (herbs or vines). Representatives are generally terrestrial,
existing few records of aquatic taxa (fixed or floating). In general, they are monoecious or
dioecious. The current taxonomic controversy regarding family circumscription reflects the
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diversity of types and forms of morphological structures. This variability can be observed as much
in the vegetative characters as in the reproductive ones. The leaves are generally alternate (rarely
opposite) and can be compound or simple (entire or lobed).

The occurrence of articulated and non-articulated laticifer canals is common in the family, but
restricted to some genera (Metcalfe and Chalk 1950). The coloration of the latex can vary from
translucent, milky-white, greenish-cream, yellowish, orangish-yellow or even reddish. The shape of
the starch grains is peculiar and can be used as a taxonomic character. The typology of trichomes is
widely used in the taxonomy of the family as much at the generic level as at the infrageneric level
(Webster et al. 1996). However, it can produce equivocal interpretations.

Extrafloral and floral nectaries are widely spread in several genera of the family, such as for
example Cnidoscolus, Croton, Sapium and Stillingia. In general, extrafloral nectaries are found on
the stipules, leaf margins, at the base of the leaf blade or even along the petiole (Mueller
Argoviensis 1873, Webster 1994). The floral nectaries are often related in the literature as
‘nectariferous disc’. Freitas et al. (2001) and Santos et al. (2005) indicated the production of nectar
by these structures. They can be continuous or lobed and the coloration varying from white to
orangish-cream.

Inflorescences can be spikes, racemes, dichasia, umbels, or even pseudanthia. Pseudanthia are
found in Dalechampia and in some representatives of Euphorbioideae, where they are called
cyathia. The perianth can be absent or single or double-whorled. The floral parts, in general, are not
very showy.

The androecium can have only one stamen (Euphorbia and Chamaesyce, for example), two to
four stamens as in Sebastiania, Pera and Phyllanthus, diplostemonous (in some species of Croton)
or even pluristemonous as in Ricinus. A gynoecium formed by a superior, trilocular ovary and with
uniovulate locules is present in most genera. The biovulate groups in part are currently placed in the
Phyllanthaceae.

Fruits are easily recognized in the family: generally dry, tricocular capsules, known as
schizocarps (Barroso et al. 1999). They can be ornamented or smooth. The seeds have, in general, a
caruncle or fleshy aril, which sometimes are showy and related with either myrmecochory or
ornithochory (Webster 1994, 2004, Griz and Machado 2001, Leal et al. 2007). Several genera have
oily seeds (Ricinus and Jatropha among others) which have even come to be used in local industry.

Euphorbiaceae s./. in Brazil

With a wide geographic distribution, especially in the tropics, representatives of the Euphorbiaceae
s.l. occur in nearly all the vegetative formations of the Neotropics. In the New World 105 genera are
reported (of which 65 are endemic) and about 1,800 species (Webster 2004). In Brazil, about 1,000
species distributed in 70 genera have been cataloged (Souza and Lorenzi, 2005).

In this new systematic context of the family, the northeast region of Brazil is home to the
three families mentioned previously — Euphorbiaceae s.s., Peraceae and Phyllanthaceae. In the
semi-arid region of Brazil, Euphorbiaceae s./. is considered one of the families with the greatest
species richness, being estimated at about 200 species distributed among 30 genera. Acalypha,
Chamaesyce, Cnidoscolus, Croton, Euphorbia, Jatropha, Manihot and Sebastiania are those with
the greatest number of representatives.

In Brazil, Croton is undeniably the largest genus, being reported in Caatingas, Campos
Rupestres, Campos Sulinos, Cerrados, Amazon Rainforest, Atlantic Rainforest, Campos de Altitude
and Restingas (Pollito et al. 2004, Souza and Lorenzi 2005). Jatropha, Croton, Cnidosculus and
Manihot are genera more commonly associated with the Caatinga landscape. They are
characteristically shrubs to small trees. Meanwhile, Alchornea, Algernonia, Hevea, Hura, Pera and
Pogonophora, among others form a group of medium to large trees which are strongly associated
with moist forests. Some taxa for their part are common in rocky environments (Chamaesyce,
Sapium and Stillinga) and aquatic ones (Caperonia). Species of Romanoa, Dalechampia and Tragia
are exclusively vines.
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Adaptive convergence is well known in species of the genus Euphorbia, especially those of
African origin and some of the Brazilian semi-arid regions. In these species the stem is generally
leafless and strongly succulent, resulting in a peculiar cactiform appearance. Some representatives
of Euphorbiaceae s./. occupy the ecological niche of pioneer plants (Chamaesyce, Euphorbia,
Phyllanthus). Additionally, pencil-cactus (Euphorbia tirucalli), a species naturalized in Brazil, has a
wide distribution in the Caatingas. Some species in several genera have restricted distributions,
characterizing micro-endemisms, with many examples in the Cadeia do Espinhago (states of Minas
Gerais and Bahia).

Ecological Considerations Regarding the Family

Euphorbiaceae s./. also offers a wide contingent of trophic interactions (Armbruster and Baldwin
2003). Several pollination syndromes have already been reported. Nevertheless confirmed cases of
melittophyly are more abundant than the others (Machado and Lopes 2004).

Dispersal mechanisms of the diaspores (endo- and exozoochorous and explosive dehiscence)
are sophisticated and directly related to the diversity of colors and textures found in the seeds
(Webster 1994). The extrafloral nectaries with various shapes and sizes are commonly found on the
leaves and petioles and together with the secondary metabolites (latex and cyanogenic compounds)
play an important role in the anti-herbivory strategies known in the family.

The ability to cause irritation of some representatives of the family is commonly known by
the local communities, especially in northeastern Brazil. Among the resulting complications, partial
or total blindness can occur in addition to cutaneous or subcutaneous lesions (Salatino et al. 2007).
Among the species with the greatest allergenic response in man, the most common are found in the
genera Cnidosculus, Dalechampia, Sapium and Tragia. The toxic effects can be felt after contact
with urticating trichomes or latex.

The Genus Croton L.: Morphological Diversity, Richness and Conservation of the Species of
Northeastern Brazil

Croton L., according to the classification of Euphorbiaceae s./. proposed by Webster (1994)
and Govaerts et al. (2000), is placed in the tribe Crotoneae and subfamily Crotonoideae. Wurdack et
al. (2005), suggested that there is no support for the monophyly for either the subfamily or the tribes
established by Webster (1993). According to Webster (1994), Wurdack et al. (2005) and Berry et al.
(2005a) the genera most related to Crofon are Jatropha and Paracroton. However, recent studies
(Berry et al. 2005a), using combined molecular analyses, have demonstrated the weak support for
monophyly of Crofon as defined by Webster (1993).

Despite easy characterization in relation to the other genera of Euphoprbiaceae s.l., Croton
has a low number of morphological synapomorphies. The principal character used for recognizing
the genus is the inflexed orientation of the filament apex of the stamens in bud. In recently
conducted cladistic analyses, some groups traditionally inserted in the genus Croton could be
elevated to the level of independent but related genera. According to Berry et al. (2005a), Croton
sects. Astraea and Brasiliocroton form distinct and monophyletic groups.

Such evidence strengthens the many genera segregated or synonymized with Croton in recent
years (Radcliffe-Smith 2001), among them Julocroton. Currently, despite unclear limits and the
difficulty in understanding relationships among groups, there are 40 sections recognized by Webster
(1993) for the genus. In spite of the classification suggested by the author, the limits among some
groups are very unclear, complicating the adequate positioning of many taxa in the genus. Of the
sections accepted for Croton by Webster (1993), 20 of them are represented in northeastern Brazil.
The most common are C. sect. Cyclostygma Griseb., C. sect. Barhamia (Klotzsch) Baill. and C.
sect. Velamea Baill., C. sect. Argyroglossum Baill., C. sect. Julocroton (Mart.) G.L. Webster, C.
sect. Astraea (Klotzsch) Baill. and C. sect. Geiseleria (Klotzsch) Baill. About 40 species which
occur in the region have a doubtful position among the existing sections.
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According to Frodin (2004), Croton is considered as one of about 55 ‘giant genera’ of
Angiosperms which comprise more than 500 species each. It is estimated that Crofon contains
1,200 to 1,300 taxa, common in secondary vegetation and with a predominantly neotropical
distribution (Webster 1994, Govaerts et al. 2000, Berry et al. 2005a). South America, the
Caribbean, and Mexico are important centers of species diversity of the genus (Burger And Huft,
1995).

In Brazil, there are estimated to be approximately 400 taxa distributed in different vegetation
types, with the greatest concentration in the northeastern region (Lima and Pirani 2003, Pollito et al.
2004), particularly in the Caatinga biome. Of this total, 300 are considered endemic to the country
(Pollito et al. 2004). There is not yet any exact compilation of distribution data for the species of the
genus in the Northeast region. Cordeiro and Carneiro-Torres (2006) listed 52 species for the region.
In Table 2, almost 70 known species are listed for the region. Meanwhile, about 100 species are
estimated to occur.

Table 2. Species of Croton L. occurring in northeastern Brazil, adapted from Pollito et al. (2004), Cordeiro
and Carneiro-Torres (2006) and complemented with specimens from the herbaria ASE, IPA, EAC, G, HST,
HUEFS, K, M, MAC, MOSS, JPB, NY, P, PEUFR, RB, TEPB, UFP and UFRN.

Croton acradenius Pax & K. Hoffm. Croton lobatus L.

Croton adamantinus Mull. Arg. Croton luetzelburgii Pax & K. Hoffm.
Croton adenocalyx Baill. Croton lundianus (Didr.) Mill. Arg.
Croton adenodontus (Mull. Arg.) Miill. Arg, Croton macrobothrys Baill.

Croton agoensis Baill. Croton mucronifolius Miill. Arg.
Croton alagoensis Mill. Arg. Croton muscicapa Mill. Arg.

Croton anisodontus Mull. Arg. Croton myrsinites Baill.

Croton antisyphiliticus Mart. Croton nepetifolius Baill.

Croton araripensis Croizat Croton noronhae Baill.

Croton argyroglossus Baill. Croton nummularius Baill.

Croton argyrophylloides Mill. Arg. Croton odoratus Ridl.

Croton astraeatus Baill. Croton oliganthus Miill. Arg.

Croton atrorufus Mill. Arg. Croton paludosus Miill. Arg.

Croton betaceus Baill. Croton parodianus Croizat

Croton betulaster Miill. Arg. Croton parvulus Mull. Arg.

Croton blanchetianus Baill. Croton pedicellatus Kunth

Croton cajucara Benth. Croton piauhiensis Miill. Arg.

Croton campestris A. St.-Hil. Croton piptocalyx Mill. Arg.

Croton cearensis Baill. Croton polyandrus Spreng.

Croton celtidifolius Baill. Croton praetervisus Mull. Arg. (= Astraea
Croton cordiifolius Baill. praetervisa (Miill.Arg.) P.E.Berry)
Croton desertorum Miill. Arg. Croton pulegiodorus Baill.

Croton echioides Baill. Croton pulegioides Baill.

Croton eichleri Mill. Arg. Croton pycnophyllus Salzm. ex Schitdl.
Croton eremophilus Miill. Arg. Croton radlkoferi Pax & K. Hoffm.
Croton erythroxyloides Baill. Croton regelianus Miill. Arg.

Croton floribundus Spreng. Croton rhamnifolioides Pax & K. Hoffm.

Croton fuscescens Spreng. Croton rudolphianus Mill. Arg.




Croton gardneri Miill. Arg.

Croton gardnerianus Baill.

Croton glandulosodentatus Pax & K. Hoff.

Croton glandulosus L.

Croton glutinosus Miill. Arg.
Croton gnaphaloides Schrad.
Croton grewioides Baill.

Croton heliotropiifolius Kunth
Croton hemiargyreus Miill. Arg.
Croton hirtus L"Hér.

Croton horridulus (Baill.) Muell. Arg.
Croton hypoleucus Schitdl.
Croton jacobinensis Baill.
Croton japirensis Miill. Arg.
Croton klotzschii (Didr.) Baill.

Croton salzmannii (Baill.) G. Webster
Croton schultesii Mill. Arg.

Croton sellowii Baill.

Croton seminudus Mull. Arg.

Croton siderophyllus Baill.

Croton sincorensis Mart. ex Mill. Arg.
Croton tartonraira Mill. Arg.

Croton tenuifolius Pax & K. Hoffm.

Croton tetradenius Baill.

Croton timandroides (Didr.) Miill. Arg.

Croton triangularis Mill. Arg.

Croton tridentatus Mart. ex Mll. Arg.
Croton triqueter Lam.

Croton urticifolius Lam.

Croton urucurana Baill.
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Croton laceratoglandulosus Caruzo & Cordeiro Croton velutinus Baill.
Croton verbenifolius Miill. Arg.

Croton zehtneri Pax & K. Hoffm.

Croton lachnocladus Miill. Arg.
Croton linearifolius Mill. Arg.

Knowledge of the distribution of species of Crofon in Brazil has been broadened by
taxonomic revisions and regional floras (Sa-Haiad 1987, Smith et al. 1988, Oliveira et al. 1989,
Cordeiro 1990, 1994, 1995, Secco 1992, Alves 1994, Soares-Filho 2000, Secco and Cordeiro 2002,
Lima and Pirani 2003, Caruzo 2005, Lima et al. 2004, among others), however a complete
understanding is challenged by the diversity of the genus in the country. In regard to the Northeast
region there are still only a few studies which contribute to mapping the distribution of the genus
(Lucena 2001, Alves 1998, Silva 1998, Webster et al. 1998, Carneiro-Torres et al. 2002, Lima et al.
2004, Satiro 2004, Gomes 2006). The vegetation types found in the Northeast region can be
organized into two large groups depending on the availability of water, humidity, and structure of
the landscape. As a result, some species of Crofon are more or less restricted in distribution. The
regions with less humidity, a drier climate and a scrubland landscape support the following
vegetation types: Caatinga, Campos Rupestres, Cerrado and some fragments of Carrasco. In this
case, the largest area is occupied by Caatingas in its various forms and types. In the more humid
regions, with a milder climate and forested landscapes, are found the following vegetation types:
Atlantic Rainforest, Restingas, mangrove swamps and palm groves. In this case, the largest area is
occupied by lowland Atlantic Rainforest.

The greatest diversity of species of Croton in the Northeast region can be found in scrubland
habitats, especially Caatinga and Cerrado. In the mangrove swamps and palm groves, the species
diversity of Croton is low. The available records indicate that the species are most commonly found
in humid regions with some anthropogenic disturbance.

In the Northeast region, some taxa are distinguished as being limited to the Caatinga biome.
Some have a restricted distribution, such as Crofon mucronifolius, C. pulegioides and C.
siderophyllus. Meanwhile, Croton argyroglossus [= C. micans Miill. Arg.], C. blanchetianus [= C.
sonderianus Baill.], C. heliotropiifolius [= C. casarettoanus Miill. Arg., C. conduplicatus Kunth, C.
rhamniifolius H.B.K., C. moritibensis Baill.), C. rhamnifolioides and C. argyrophylloides Miill.
Arg.[= C. tricolor Miill. Arg.] are widely distributed in the biome. Croton betulaster, C. glutinosus,
C. macrocalyx, C. muscicapa and C. velutinus are common to Campos Rupestres, especially those
situated along the limits of the Cadeia do Espinhaco. Croton adenodontus, C. atrorufus, C.
betaceus, C. cajucara, C. gardneri and C. timandroides can be found in patches of Cerrado in the
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states of Bahia and Piaui. Croton adenocalyx, C. campestris, C. fuscescens [= Julocroton fuscescens
(Spreng.) Baill.], C. grewioides, C. luetzelburgii, C. lundianus (Fig. 2c), C. pedicellatus (Figs. 2a-
b), C. pulegioides, C. radlkoferi, C. schultesii, C. triqueter [= Julocroton triqueter (Lam.) Didr.]
and C. urticifolius are species which occur in more than one vegetation formation, and are generally
treated as having a wide geographic distribution. Nevertheless, some of these species are restricted
or occur preferentially in areas of contact with different biomes. Crofon urucurana is particularly
interesting because of its disjunct distribution between Atlantic Rainforest and Amazon Rainforest.
Some tree species are restricted to the Atlantic Rainforest dominion — Croton floribundus and C.
Jjacobinensis. Croton sellowii, C. polyandrus and C. klotzschii are endemic species to areas of
sandy, coastal Restingas or coastal rock outcrops. Croton lobatus, C. glandulosus and C. hirtus are
some species frequently associated, in the Northeast region, to ruderal areas which have suffered
from some compromise from human action. Croton pyahuii (Pax and K. Hoffm.) M.F.A. Lucena &
M. Alves [basionym, Julocroton paniculatus Pax & K. Hoffm.] is one new combination published
here. The species is known only from northern Piaui state. The species of Croton can be recognized
by their habit (herbs, shrubs, trees or even vines). When latex occurs, it is transparent, cream to
reddish.

Figure 2. General aspects of some Croton species native from Brazilian Northeast. Habit (a) and aspects of the
inflorescences of (b) C. pedicellatus (¢) C.lundianus and (d) C. sellowii.

The leaves are simple, alternate, and in general with stipules. Sometimes the phylotaxy is
subopposite to opposite near the bifurcation of branches and inflorescences. This can be seen in
Croton fuscescens, C. glandulosus, C. hirtus, C. lundianus, C. rhamnifolius and C. sellowii (Figure
1d). Extrafloral nectaries along the margin and the base of leaves or even along the petioles are
common. The stipules can be solitary or in pairs in each node and vary from inconspicuous to leafy
or glandular. Metcalfe and Chalk (1950), Inandar and Gangandhara (1977), Sastry and Kannabiran
(1994), Webster et al. (1996) and Lucena and Sales (2006) point out that the trichomes can be
simple (glandular or not) or branched (stellate, lepidote, fasciculate, multiradiate or dendritic). In
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Croton hirtus, C. musicarpa and C. urucurana, among others, it is common to see ants collecting
the secretion produced from glands in the stipules, the glandular trichomes or the extrafloral
nectaries.

The basic inflorescence is racemose, varying from spiciform to paniculiform, with the
staminate flowers in the distal portion and pistillate flowers in the proximal portion. In the cymose
pattern, the inflorescence is formed by a principle axis constituted by several cymules of flowers of
one or two sexes, distributed along its length. The staminate flowers in Croton are double-whorled,
rarely single-whorled, pentamerous, imbricate or valvate, and generally greenish. The presence of a
5-lobed, glandular disc at the base of the stamens is common. The pistillate flowers are single-
whorled, rarely double-whorled, actinomorphic or zygomorphic. The styles are in multiples of
three, free or more rarely fused into a column as in Croton blanchetianus. They can be bifid or
multifid, with generally decurrent stigmas, white in young flowers and rust-colored in mature
flowers. The fruits vary from schizocarps to septi-loculicidal capsules. The seeds are oily,
carunculate and with a dark to dusky, generally spotted testa.

Species of Croton have a floral morphology characteristic of plants related with melittophyly
syndrome. In studies performed in areas of Caatinga, Machado and Lopes (2004) confirmed the
occurrence of the syndrome among the studied species, adding also the occurrence of anemophyly.
Freitas et al. (2001) and Pires et al. (2004) also cited melittophyly as a syndrome of species of
Croton. As for seed dispersal, despite scarce studies of the genus, barochory is associated with
Croton (Griz and Machado 2001) as the primary dispersal syndrome. However, the presence of a
developed caruncle in most species indicates that after liberation from the fruit, the seeds are
dispersed by ants. Leal et al. (2007) reported some myrmecochorous species of the genus in areas of
Caatinga. Of about 400 species of Croton recorded in Brazil, many of them have generated
considerable interest by their chemical and pharmacological properties which are bioactive in a
number of ways, from antimalarial, anticarcinogenic, antihelminthic, and insecticidal. Among their
principle bioactive compounds, of particular interest are alkaloids of the tetrahydroprotoberbinic,
benzylisoquinolinic and aporfinic types (Farnsworth et al. 1969, Craveiro et al. 1978, 1981, Monte
et al. 1988, Rizk 1987, Chai et al. 1993, Pereira et al. 1999, Martins et al. 2000, Palmeira Junior et
al. 2005, Aragjo-Junior et al. 2005, Lima et al. 2006, Salatino et al. 2007).

Despite this, there is little available information in the literature on chemical and
pharmaceutical aspects of Brazilian species (Salatino et al. 2007). Among the species studied some
also occur in the Northeast region: C. betulaster, C. brasiliensis, C. cajucara, C. celtidifolius, C.
heliotropiifolius, C. lobatus, C. luetzelburgii, C. muscicapa, C. nepetaefolius, C. sellowii, C.
sonderianus, C. urucurana and C. zehntneri. In northeastern Brazil C. cajucara, C. campestris, C.
heliotropiifolius, C. grewioides, C. rhamnifolioides, C. sellowii and C. zehntneri, among others, are
used popularly as stress-relievers, natural insecticides, antispasmodics, purgatives, anti-
inflammatories and antibiotics (Rizk 1987, Randau et al. 2002, Vila-Verde et al. 2005, Maciel et al.
2007).

The latex of some species is widely used in Amazonia by indigenous communities (Pollito et
al. 2004, Webster 2004) for the treatment of illnesses by their anti-inflammatory and healing actions
such as those of Croton cajucara, C. urucurana and C. palanostigma. Croton blanchetianus is
widely used for timber and for firewood and fences in the rural regions of the Northeast. This
species, as a result of being a pioneer species in Caatinga areas, rapidly propogates itself in
abandoned fields. The parallel loss of biodiversity in diverse, fragile ecosystems by the
unsustainable extraction of natural resources is obvious. The high number of endemic species in
Brazil reveals the great diversity of the region, creating at the same time a worrisome scene for the
preservation of natural habitats. These facts demonstrate the urgent need for enforcement of laws
for the protection of national biomes and the need to expand the existing system of conservation
areas (Pimentel and Vanucci 2000, Castelletti et al. 2003, Pollito et al. 2004).

According to the data reported by Pollito et al. (Pollito et al. 2004), the great diversity of
species of Croton occurs in the Cerrado biome, which occupies 21% of the national territory. For
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the Atlantic Rainforest, the same authors also reported on the significant number of taxa, especially
in the states of Minas Gerais, Bahia, Rio de Janeiro and Sdo Paulo. The Amazon Rainforest for its
part has particularly few species. Opposite to that, our current research shows about 30% of all
species of Crofon cataloged for the country occur in the Northeast region, despite this area
occupying less than 20% of the Brazilian territory. It is worth pointing out that of the species
present, about 40 of them can be considered micro-endemics or at least very restricted and poorly
known. The Caatinga and its associated vegetational types are especially vulnerable as a result of
the long history of human disturbance. In other regions, conservation plans already underway have
generated a number of efforts in the fight for the preservation of the Atlantic Rainforest, the
Cerrado and the Amazon Rainforest with the implementation of conservation units. Areas of
Restinga in northeastern Brazil have been strongly altered in recent decades by building
speculation. This pressure compromises the conservation of species endemic to these environments,
such as for example, Croton klotzschii and C. sellowii. Another important example is Croton
noronhae, endemic to the oceanic island of Fernando de Noronha. Despite occurring in a
conservation area, the area experiences great tourist pressure which could compromise the
preservation of the species. The expansion of the Brazilian territory makes any effective
enforcement of adopted conservation laws even more difficult. In this way, conservation areas are
fundamental to the maintenance of biodiversity.

However, only a small portion of the species of Crofon is present in environmental
preservation areas. This situation, together with the widespread use of some species by local
communities, leaves many species vulnerable to extinction in the short and medium term. Data
indicate that the extraction of wood, bark, latex, fruits and honey is intense in about 40 species of
Croton found in scrubland environments of Brazil (Pollito et al. 2004). Another problem is the
small number of programs to catalog and share information about the biodiversity found in
conservation units and areas considered priorities for conservation. This complicates attempts to
characterize the conservation status of each taxon. Due to the wide morphological variation, the
large number of species cited for the Brazilian flora and the paucity of specimens in local
collections, the delimitation of species boundaries in Crofon is difficult. Available knowledge is
still scarce and attempts have to be directed at better understanding the species and where they
occur. Research must encompass morphological studies as well as ecological, ethnobotanical,
chemical, cytogenetic and molecular ones to clarify the evolutionary relationships among
representatives and the biogeography of the genus. Therefore, combined efforts will produce a
greater understanding of this important taxon and allow better conservation policies and better
management of useful species.

Economic Uses and Potencial of Representatives of Euphorbiaceae s./.

Euphorbiaceae s./. is one of the best examples among Angiosperms as to the diversity of
potential uses. The importance of some of its representatives, in formal and informal sectors of
Brazilian society, is undeniable. Of particular importance are uses for food — manioc (Manihot
esculenta), as an energy source — castor-bean (Ricinus communis), pinhdo (Jatropha curcas) and
Brazilian rubber (Hevea brasiliensis), for timber — assacu (Hura crepitans), for phytotherapy —
quebra-pedra (Phyllanthus niruri) and velames (Croton spp.), for horticulture — crown-of-thorns
(Euphorbia milli), pencil-cactus (Euphorbia tirucalli), bird-cactus (Pedilanthus tithymaloides), for
the elaboration of religious rituals (Jatropha gossypifolia), in addition to the creation of hedges and
wood as is the case with marmeleiro (Croton blanchetianus). The diversity of secondary
compounds in representatives of the family has attracted a great deal of scientific attention in the
search for compounds that can be used in the pharmaceutical and cosmetic industries (Farnsworth et
al. 1969, Calvin 1987, Rizk 1987, Silva 1998). Table 3 brings a general overview of Crofon uses in
folk medicine and confirmations from pharmacological essays, including evaluations carried out in
Brazilian Northeastern region as well as in other regions. Considering the form of use in most cases
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tea is produced from fresh or dry leaves, as well as from bark for internal and external use, root
infusions are also frequently applied for external use (Table 3).

Regarding the main species used for folk medicine in Brazil, the species C. cajucara, C.
nepetifolius, C. heliotropiifolius, C. rhamnifolioides and C. blanchetianus deserve special
mentioning, due to the use of bark and/or leaves for tea used as analgesic or anti-inflammatory
purposes (Table 3).

Most pharmacological essays have confirmed information from Crofon traditional uses, in
many cases confirming activities against inflammation, stomach and skin wounding, hypertension
and analgesic, as well as against oxidative processes (Salatino et al. 2007, Morais et al. 2006,
Randau et al. 2002). Most previous evaluations (Table 3) evaluated the pharmacological potential of
essential oil extracts, as well as bark extracts (or its fractions). Essential oils are organic volatile
substances, responsible for the fragrance typical of many plants (Morais et al. 2006), with a wide
diversity of aromas especially in the leaves of all species.

Essential oil extracted from C. nepetifolius, C. blanchetianus (= C. sonderianus), C. zehntneri
and C. celtidifolius presented antinociceptive activity (Oliveira et al. 2001, Abdon et al. 2002,
Santos et al. 2005a, DalB¢ et al. 2006, Nardi et al. 2006), mainly attributed to the presence of
proanthocyanidin (DalB¢ et al. 2006). Essential oil of C. argyrophylloides, C. nepetaefolius and C.
zehntneri presented stark antioxidant activity probably due to presence of a-pinene, cariophilene
and 1.8-cineole in C. argyrophylloides, methyleugenol, o-terpineol and 1.8-cineole in C.
nepetaefolius, and anethole in C. zehntneri (Abdon et al. 2002, Morais et al. 2006).

Extracts of C. zambesicus and C. roxburghii || as well as essential oil of C. zehntneri, C.
sonderianus (= C. blanchetianus), C. citratus and C. argyrophylloides | presented antibacterial
activity (Bertine et al. 2005, Panda et al. 2010, Reuben et al. 2010). The antibacterial activity of
bark and leaf alcoholic extracts of C. roxburghii against enteric pathogens (causative agents of
diarrhea and urinary tract infection) justifies its scientific use (Panda et al. 2010).

The red latex of C. urucurana and other Croton species (e.g. C. lechleri, C. palanostigma and
C. draconoides) are known for their regenerative potential, being widely used for wound healing.
This latex is often named “dragon’s blood” (sangue de dragdo, sangre de drago or sangre de
grado) due to its blood-like appearance. The sap of C. lechleri presented other medicinal uses as
antiulcerative and healing, which is attributed to its taspine content, presenting also antibacterial
activity against Helicobacter pylori (Jones 2003, Ortiz et al. 2003).

Several Croton species native from Malaria endemic areas in American and African
continents were popularly used as antimalarial agents (Prozesky et al. 2001, Salatino et al. 2007,
Mariath et al. 2009). Antiplasmodial activity was demonstrated in Swiss albine mice for root
extracts of C. zambesicus. However, extracts produced physical signs of acute toxicicity such as
writhing, gasping, palpitation, decreased respiratory rate, body limb and death (Okokon e Nwafor
2009). 8,9-Secokaurane diterpenes from C. kongensis have shown in vifro antimalarial and
antimycobacterial activities against Plasmodium falciparum (K1, multiresistent) and
Mycobacterium tuberculosis H37Ra, respectively (Thontan et al. 2003).

Some substances have been recognized in association to the known effects of Croton, as
diterpenes including trans-dehydrocrotonin (DCTN), crotonin (CTN), as well as alkaloids (taspine)
and proanthocyanidins. A DCTN found in C. cajucara is one of the most studied substances, with
confirmed anti-inflammatory, antinociceptive, antihypertensive, antitumoral and hypoglycemic
activity. DCTN (Grynberg et al. 1999, Poersch et al. 2007), anethole (Chainy et al. 2000) and
taspine (Chen et al. 1994) are supposed to be responsible for most anti cancer activity, considering
evidences from different evaluations.

Plants of the genus Croton are also known for their irritant and cocarcinogenic effects
attributed mainly to their phorbol diterpenes esters content (Siegler 1994, Maciel et al. 2000). The
seed oil from C. tiglium can elicit epithelial tumor in mice treated with subcarcinogenic amounts of
carcinogenic hydrocarbons. Chronic use of the small amounts of croton oil applied to the skin of
mice, after a latent period of eight to 10 weeks, resulted in papillomas and later in carcinomas
without the aid of a small dose of carcinogenic hydrocarbons. Additionally, the response to croton
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oil was much greater, and the latent period was shorter when the mice had been previously treated
with a subcarcinogenic amount of carcinogenic hydrocarbons (Boutwell et al. 1957).

Croton oil may act as a stimulant for the induction of inflammatory models, especially in
models of skin and mucosal inflammation, including animal models of hemorrhoids, pleuritis, ear
edema and uveitis (Wang et al. 2002). The main irritant component, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA), has been used as a standard irritant drug in mice ear to cause edema (Hecker 1977)
and as a standard tumor promoter in mice in experimental cancer research (Wang et al. 2002).

Cases of acute, chronic and fatal hepatitis were reported in the Amazonian region and other
Brazilian regions for patients who made use of C. cajucara to lose weight and reduce cholesterol
(Rodrigues et al. 2010). Wistar rats treated for 56 days with 0.1 ml/100 g b.w. of C. cajucara leaves
extract through gavage presented hepatocellular necrosis, similar to acute hepatitis, in a dose-
dependent manner (Graim et al. 2008).

Cytotoxic activities against normal or carcinogenic cell lines were identified after different
evaluations for diverse Croton species. The dichloromethane extract obtained from leaves of C.
zambesicus presented in vitro cytotoxicity against HeLa cells (human cervix carcinoma cells). This
activity was attributed to a trachylobane diterpene (Block et al. 2002). Other diterpenes from C.
zambesicus were cytotoxic on HeLa cells, HL-60 (human promyelocytic leukemia) and WI-38
(human lung fibroblast) (Block et al. 2004).

Brine shrimp lethality test (BST) was applied for screening of toxic activity in Croton species
(Table 4). Extracts with LCs values higher than 1000 mg/L (ng/mL) in the BST were considered
inactive (Montanher et al. 2002, Costa et al. 2008). LCs, was defined as the concentration needed to
cause death in half of the tested brine shrimp within 24 h (Lee et al. 1999). Methanol extract from
C. moritibensis (= C. heliotropiifolius) presented LCso = 31 pg/mL (David et al. 2007) and essential
oil from leaves of C. zehntneri presented LCso = 31 pg/mL (Costa et al. 2008), being both
considered active in BST test. C. celtidifolius presented contrasting results for different extracts:
ethanolic bark extract was considered inactive whereas ethanolic leaves extract was active
(Montanher et al. 2002).



(9007 e 30 oddar] ) 108uaALOS [EOIPRI 901, < J0BI)X0 JBT {(£00T T8

EpIOW[Y 9P OUIq[y) OTUAS0IdI[NIIUL «— UIU0JOIO ONIYIUAS-TWAS (5007 ‘T8 12 oyJIg
-esoqreq) o1uadA[30dAH (2007 Te 12 ounees) orwapidinue {(L00g Te 12 ounees
‘9661 ‘e 12 oy[eale)) aandoesounue ‘Kiojewrwue[Jul-nuy «— NI10d {(S00T

‘I8 19 BAIS) (S1091J0 O1pIRdApRIq puR 9AISU}0dAY) $109)J9 Ie[noseAorpie)) {(L00T ‘T8
10 yos1004) (ox1A ur) orueSeinuwnue (6661 e 10 S10quh1n) Terownmnue (6661 e
12 BIS0)-BUNT) 91u2301S201UE (10T T8 12 BAJIS) o1aoA[S0dAH «— N.LOJ {(900T

(000

Te 10 [o10€]A)) SSO] JYS1oM «— (9)B)S SBUOZEUIY ) UOISNJUT SOABY]
(Z00T ewurT-ewnI pue

1se)S 1) sunyeday jsurele «— (9181 SeUOZewy ) UOISNJUI SOABD]
(2007 "1e 10 ©I3Y)

spopuadde pue wsnewNAYY «— ([1zeIg JO ISLAYLION)) SOALYT

(00T ewIT-BWNIH pue 1e)S 1) BLIR[RW pUe

‘Te 12 e[neq) 2And9j01donsen) «— (9)e)s eqrered ‘BOIJUE) [10 [BIIUISSI JIeq WIS swarqoid oneday ‘ured yoewo)S «— (UOISOI UBTUOZBWIY ) SOAB 1
(Y661 'Te 10 UdYD) o1x0j0N10 «— (durdse ) [10 dreq (£00T T& 10 BS0Y)
AYATIOR [RIUBWIYSIO[IUY «— (JI0 [BIIUSSSO S9ABI[) [00TeUIT ‘(00T ‘T 10 eplowY (L00T 'Te 1 v13y) sIIydAs pue sewrazod 100[n [BUIIXY
9p ouIq[V ‘Z00T ‘Te 10 BwWI-eWNIH) o1u250100[N1UY «— (NLD) 1081Xd yieg « [1ze1g UI0)SEOYIION {(Yreq Se pasn) sj001 oY} JO U009 N L, puag p.awonivs D
(L00OT "Te 10 OIRIUOI]) (9002
aand9joxdonsen) (900 T 1 ewl]) ‘(1dASap sapap 1sutede) [epIolale] «— (je)s solreq pue oduel,) ured A[[oq ‘FUI[[oMS «— SIABI] AU} WOIJ B, 1
e1e0))) sued Jua1oli ((SQOT T 10 dunIag) [eLIRI0BqIUE «— [10 [enudssy {(BS00T (L00T 'T& 1 ©13Y) onejsowoey .y (Bry “[lonIN snuprLizpuos
Te 30 sojues) aAndeoounuy «—(d3es eIes)) ‘ereone)) Jo AJ10) JI0 [IJUSSSO JeO]  SE PUE SAIqEOS«— [1ZBIg JO }SeaiIoN ‘(osn [eu1o)xd) syuerd omuyg q "D =) ‘Tlreq Snuv1jayIUv]q )
(900 'Te 10 ewr) (ddSop
sapay ysurede) [eploIAle] «— (181§ BIed))) syred JuaIdpiq {(900T Te 10 SIRION) "
JUBPIXONIUE «— [I0 [BIIUSSSH {(S00T Te 10 duniog) [eLI0)oBqIUE «— [10 [BIUISSH - - 31y T[N\ saprojjdydo.adSin <)
- (L00T 'Te 10 oune[es) AIOJeWUWBJUI-IJUY «— SOABOT 1 “dS[[TA $102.40q.40 )
(9761 ®o110)) sirydAs jsureSe pue onoINIp OnjEWINAYI
-nue ‘(Jeams SUISLIOUT) OIJLIOPNS ‘FUNB[NWIS (SN [RUINXD)
- SuIeay punom «— SoABI[ AI(J (IOWNI-TJUL «— SIABI[ USAID) 1
- (9007 'T® 10 [0ZUSASI1] ) SUOIJISJUI [BIIF0[00UAD) N MR snonyiyddsyun -
1ed
uonedIpul [edi3ojooeurIeyd «<— (USAIS USYM) PaJeN[BAD d0UR)SqNS osn 1e[ndod «— (uoA13 uoym) ooe[d pue uoneredard yjuely  jueld sa10adg

K3ojoorwreydouyg

asn rendog

17 ‘syued aamuo g Spreq g :sued jueld pasn 10} puadoT (oweu soroads 191je

"JOBI)XQ X (X918] 10) des :S 1001 1Y {S9AB9|

W

Aq pareorpur) uor3oy uIdIseayoN uelizelq ul dnoid 1no £q JUSWUOIIAUD

[BINJBU UI PIAIISQO IO P02 SAroads Jurpnpour uojo.4) ul sAesse [eordojodeureydouro pue (surorpaun{[oj) sosn sendod umouy| JO UOISIAQY °€ JqBL

9%



(€00t

‘[& 10 UR)I3UOY ) [BLIE[EWIUR ‘[BLIDIOBRGOIAWNUY «— JORIIXD SOABI] JO sauadion

(L0OT 'Te 12 pravq) Jueprxonue JoN

(o0t

‘Te 32 nepuey) (K11A1308 JueXe[oI0AW) S1powsedsanue «— JoeI)Xd YIeq snoanby

(L00T 'Te 10 ounje[es) Ioouednuy

(9007 "Te 10 91)SIAJAS) JOWN-TJUL «— [I0 [ENUISSd Jed[ wolf spunoduwo))

(L00T 'Te 30 oune[es) Suleoy punop

(L00T T8 10 0911107 ) 109339 d1woedA[30dAy (9007 Te 10 Zo1ens)
K10jewuwejur-nue ‘0Andodroounuy «— JoeI)Xd Snodnbe Jed pue yleq WS
(S00T 'T& 10 dunIog) [eLIGIEQNUE «— [I0 [BNUASSH

(Looz

‘[& 39 ouneres ‘cOQg e 10 IpIeN) AIojewR[JUI-JU. PUL JUBPIXONUY «— YIeg

$(900C ‘Te 319 IPIBN ‘900C T8 10 ogleq) dAndooroounuy «— Suoroelj 01X yieg

(9002 "T& 12 I1Iqeq [d) [EPIOISN[[O]N «— dIeq woy spunoduo))

(L00T e 12 oune[es) eayLIOUAWSAp

(L00T Te 10 v13Y) SIIYdAS pue SBWIZod ‘100[N [BUIIXH«— [1ZReIg
JO 1seaYION ‘(UIeq SE pasn) SOABI] pPue $1001 Y} JO U010
(2007 ‘T8 30 nepuey]) I1oAdJ JsureSe syjeq ‘eoyIerp

‘syoA ‘ured yoewo)S «— {(L00¢ B 1° vIZY) dnjeIsowory st
PUE S31QBOS «— [IZBIg JO JSBIYLION (asnh [eu1n)xd) sjueld aumug
(L00T Te 10 BISY) suIyouoiq

pue seuryyse ‘soddiig ‘sured [euen)Sojuy «— [1ZeIg JO ISEAYLION
£SOABI] JO U01D099(T {(ZOOT TE 10 nepuey) spowsedsiue

<« (93838 0ONQUIBUILJ “B)ISAIO[] JO AI10) J0BNXD snoonbe yreg
(L00T sueT) ured [ennSUSJA«— 03O, PUB PEPIULL], {SOABO]

(9761 B110D)) 9ARII[NIUE «— SIABY]

(9261 e9uI0D) stIydAs 1sureSe «— syreq

(LooT

‘[e 32 ounje[es) UoIsua)odAY ‘OATISOTIP ‘BLIR[BW ‘I0AQJ ‘SHIYOUOIG

(9007 'T® 30 Z9IENS) 90URQINISIP

[eunsojuIoNseS 18a1) 0) pue d1soF[eur ‘AIOJRWIR[JUI-JUY

(€007 'Te 10 1pIeN) AJOJRWIWE[JUI-I)UY «—UOISNJUI Jed] pue yieg
"(9500C 'T® 39 sojueg)

SHLIYIE ‘TUIPUNOM SNIDIN ‘BIYLIBIP ‘WSHBUWINIYI ‘SISBISIP

unys ‘stown} ‘soJurdur ‘soseasIp [BaIOUIA ‘SISO[NJOIdS ‘daneimndo

{9761 eo110)) sirydrs jsureSe ‘9anemndap OnoImI(] «— SOABY
(L00T 'Te 10 vI8Y) sirydAs pue

SeUIoZOd ‘100N [BUINIXT «— ([1Zelg JO IsedyIoN) (Y1eq se pasn)
SOAEBO[ PUE $)00I A} JO UOI0093(] (9007 SOLIeq pue 0duel)

uonednsuoo pue ezuonfjul ‘ured jsuredy «— ©9) JIeq IO SOABY]

<

Td

Xd

Mm a4

1

qd71

‘douSen) sisuasuoy )
., (Tireg szsuaquiiout "H=)

yuny| snijofirdo.joray -

O3 d "H snyofiuuny.a H=)
uny| snjofirdoajorjay
*QOSLID) 1uduo.21y )
snijofitdAsso3 =)

., 8uaxdg snpunqriolf )
1 suaavyf )

pLI2INDJ2 *)

YISZIO[Y snjpaunos 1)

SHID.AJ10 ")

.. Tieg smijofipujas

.. TIH-1S "V stsadund )

14



(L00T Te 30 ounees ‘00 '€ 19 01o11nD) aAIsudpdAynue «— joenxa jed [eroy

(0102 'Te 12 BSNOS-©150))) 9ANdIOI00UNIUY «— JOBIIXD JIeq pue Jeo]

(zooT
‘[e 32 nepuey]) (Ayanoe Surxe[oroAur) orpowsedsnuy «— 10BIIX9 JIeq snoanby

(100T Te 10 £s0z01g) [eLie[ew-uy

(900 '1e 10 [eaOpUES)
JuBpIXONUE «— X)eT {(ZO0T Te 10 [eAopues) Jooueonue «— (des par) xare|

(L00T T 10 ouneles)
orpowsedsnue ‘0AIsudlRdAYIUR ‘AlojeWWRUI-BUY (9007 'T& 10 ewiI]) ‘(1diSap
Sapay’) TepIolAIe] «— ()e3s BIed)) sied JuaIopI {(900T [ 12 SIBIO]N) JuepIxonue

« [10 [enuassy (00T ‘Te 32 Uopqy) dANdaI0UNUY «— [I0 [RIJUISSS SOABI] [SAL]

(L00T 'Te 30 ounje[esS) AIOJeWR[JUI-IJUY

(LOOT 'Te 1 oune[es) [eLie[eW-NUY «— sired [eLOY

(3007 'Te 10 1031uopn ) (om1a ur) Jerpowse[dijue « jred [eLIOR puE JORIXD 100y
“(L00T Te 10 OUNEIES ‘L6 T T8 19 IOI[OYOIBWSI(T) IUEBPIXONUY {(LO0T T8 19 OUlE[eS
‘100T SWeNIAY) AToje[npowounuuuy (L0QT ‘[& 30 OUNE[ES) SUI[EAY PUNOA
“(100T SWeN[IAY) [BIADUY (£00T SOUO[) JIOYLIEIPHUY

“(Loot

‘[e 30 ounje[es) ([erowmnue) SrudgenwnUe OIOYLIBIPIIUE ‘AI0jeWWRJUI-UY

SeQULIRI(J «— [1ZBIg JO }SBIYIION ‘SOABI] JO UOIIO00IP JO UOISNJu]
(200t

‘Te 10 oune[es) uorsualadAy«— s1oe1xd JI[ouBYIQ puk snoanby
(200¢ ewr-ewniy pue 1se)s 1() swo[qord

onedoy pue eLR[RA < (9)B)S SBUOZBUIY ) UOISIJUI SOAB]

(2007 "Te 12 nepury) 10AQJ JSurede

syIeq ‘3UIpas]q YIm BOYLIBIP ‘SHWOA ‘SnLIsed pue ured yoewolg
(2007 ‘Te 12 nepuey) dsrpowsedsnue

« (03835 OONqUUILLIDJ “©)SAI0[,] JO AI190) JoenXd snoanbe yregqg
(L00T Te 1 e13y) Jueiojoadxa se pue

snyouoiq ‘saddiin) «— [1zeig Jo 1SeIYLION (SIALI] JO UOII00I(]

(Looz T8

19 oune[es)I9o[n oLses ‘FuIfeay punom ‘UOTIBUIIB[JUI [BUIISOIU]

(L00T 'T& 10 oune[es) 1A

(2007 '8 30 uopqy)

S1]09 [BUIISAIUT JO JUSWIJEAI) AY) JOJ PUB SAIJRUIULIED ‘YORUWIOIS

(L00Z Te 1@ vI3Y) ondasnuy «— [1zelq JO 1SeAYMON ‘SIABY]
(L00T T 10 oune[es)oLnsed 190[n ‘sajoqerp

“ROULIRIP ‘UOIBWWR[JUI ‘WSHRWNAYI ‘U] «— JORIIXD yIeg

(L00T Te 12 ounees) aane3md «—sj001 pue spa2s

(900T
sopano) pue sanJupoy) eryeq ‘Sewy Sep zni) ‘AIojewe[juijue

(#007 '1e 10 sodoT 2 sadoT) s1op10SIp 9A1SITIP
‘[erqomIw-Nuy (00 ‘T8 10 sado o sadoT) Arojewruue[jur
-nue ‘quezLnesr) (1007 SWel[[IA ) AI0Je[Npowountuw! ‘SIOPIOSIP

QADBIdOIN ‘FuIeay punom Jeusdjul ‘ondosijue [eurdea ‘yeoIy) 910§

Xd

Xd

e 42janbriy D)

“IPIYOS Snuvapayds )

1ez101)) byuInbvIvs )

++ WJJOH

S % xed sapioijofiunbiy.i

. Tireg sapror3ajnd -
xed snjjpyondopnasd -

yoszjory] vutdysouvipd -
sn1jofisuolqo -y

[req snijofuadau -

—_
L, “Sxy [N pdpo1osnut )

“ISIEY] 0quIn]DUL *)

yorg

"V X9 ISYO0Y SAyovpso.covut )

4 18mPq401 D

wh< TIONIA 142]YI2] "

Ly



(L661 'Te 32 anbionbnqy) 10q1) 9[osnw JO UOTOBIUO «— [0FLIISI PUE J[OYIUY
{0007 Te 10 Aurey))) oruaFourdred-nue «— oylauy (900 Te 10 ewr) (ndisan
sapay jsurede) [epIoIATe] «—()e3s BIed))) sped JUdII (00T T& 10 BIS0D)
[eLIDI0BqNUY «— (91€)S BIBDD) ‘QNI[ES) [10 [BIIUSSD JedT {(900T ‘T& 10 SIRION)
jueprxonue {(L00g ‘Te 30 ounees) dAIssaxdap [enuad ‘opowsedsanuy«— (100
‘Te 30 BIIOAI[Q) 2ANRdIOI00UNUY «— (9)B)S SIRIOD) SEUIJA “BSOIA ) [I0 [EUISSO Jed]
(Q010T IoyemN pue uoyoyQ) onaiAdnue

‘o153 eUE ‘AIOjRUWR[JUINUY ‘(B()](QZ I0JeMN PUE UONOY() [EIqOIOIUnUE

{(600C 10JemN pue uoyoyQ) [erpowise[duy «— JOBRIIXS OI[OUBYID JOOY

(010 T8 30 ueqnay ‘800T ‘T& 10 UoqNaY) [BIQOITWNUY «— JOBIIXD JIeq WolS
(L00T 'Te 10 LIOSNYQ) Jueprxonue J(0[10T

[ 30 U030y ) drusgoradnnue {(L00Z T¢ 10 OUNje[eS) JOOUBIUY «—JOBIXd Jed]

(L661 Te 10 S210) [EIQOIOTWNUE «— JOBIIXd JIeq WolS
(L00T 'Te 10 ouneles ‘GO0T ‘&
19 19810 [e3unjriue (1007 Te 10 [93InD) JuepIxonue OLYLEIpHUY «— des pay

(oot
‘Te 19 I8Y) O1JB)SOWIARY SB PUB SAIqROS«— [1ZBIg JO ISBAYMON
‘(osn [eur)xo) spueld amud (1007 ‘Te 19 BIRAI[D) 20UBQINISIP

[eunsajur onses ‘uogrxorouenue Sunenuns-amodde OArepog

(600 1ojemN pue uodoyQ)

(e11031N)) oneqeIpTIUE pUE [eLE[RWIUR ‘{(Uepns) ured [enI)SUSIA
(800C '1e

19 UOQNYY) BLIE[RW jSUreSe pue (SUOOQJUI ATRULIN) [BIQOIOTWIIUR
QAISURIDAAY UL «— UO1O009P NIk WA)S PUB SOABY]

(900€ ' 30 [0ZUAASAI] )

(Surpunom Ioy)0 pue SPIOYLIOWAY JSUIETe OS[e) JUBZLIIEd1)

<« (97838 SPIOD) ‘BIUBION) JO AJID ‘OSN [BUIIXD) BI) Ieg

(S00Z 'Te 10 [93InD)) SUONOAJUI PUNO A\ «— TenJered <xaje]

q71

++

‘WJOH Y 2 Xed Moupuyaz )y

"8IV "[IONIN Sno1saquipz *)

., llreq puv.wonn °)

8

(L00T 1B 12 ©IY) SOLIIUASAp pue



800C T8 12 ©IS0D)
$00T '[e 30 Sueln

010T Te 1° ye[iewyey
L0O0T Te 39 TYSON
600¢ Te 12 ise1g

L00T Te 30 ptae(q

¥00¢ Te 32 SO

600C 'Te 39 BUIPS]N

(w3 001 D71) 2ADY
QAIIY
(Tw/3w L190°0F +260°0)
QAIY
(Tu/8n ¢°L1 = °01]) 2AIY
(Tu/3n [L°¢ = D7) 2AOY

(w31 1¢ 9°O7) 2AnOY

(Tw/3n op*¢1 = 2D7T) 2ANOY
(Kyireyso] MoT) £°659
(Ayrpeypo] mo) L°LET
(Anpeyo) MOT) L°0ET
(Ayireypo] mo) S°I 81

[10 [B1JUSSSD SIABD]

sprouadionq

10BI)X3 DI[OUBYJOW SOABI]
10BI)X3 J00I JI[OUBYIDIA]

[10 [enuass? JyIieg

syred [eLIOB JO JoB1IXD JI[OURIIOIN

JoeNXg

pIoE droudmey|
[ouBYIOW J10BI XS SHIBq POLI]
10BIIX9 [OURYIO SIABI] PALI

10BIIX QUBXAY SOABI] PIALI(

SnI[eS Jo
A1) ‘9)e)s BIBY)) ‘TiZRIg

TOUBH ‘WU A

ysope[sueg
eruBZUR ],
uoI3o1 uIdyoN ‘[1zelg
uor3al
UIO)SBAYIION ‘UoNEBIofoA

e3unee) qzerg

BIuRZUR |,

K310 pIULIB]N

‘are)s eueIR( ‘[1Zelg

‘WHPOH
3] 29 'Xed oupuyaz |y
dou3en) sisuauiyuor \)

"] winiy31y )

‘Xed L2pffoyos )
yoszjopy putdysouvipd -

(snijofindoorjay “H=)
‘[Ireq sisuaquious )
oeg X0

ISYOOH %\Q\UQNWQRDBS D

-Suoxdg snpunqriogf )

S661 Te 19 1[[oSuon QAT}OY pelice| BIUOZEWY ‘[1ZBIg Sy TN SH1yooayidia <)
(wdd 979) oanoy [10 [B1JUISSA SIABY]
T00T [8 12 Joyueuojy (wdd 000 1<) 2AnoeU] 110 [BUDSSD yieg 1izexg ‘ired smjofipy22 D
Joypny (Tu/3M) 051 pasn sured Q0UBUDAOI] uoxe].

414

"pUIIDS DALY ISUTESe SA109dS ©070.1) JUSISJIP JO san[eA 05y "p d[qe ],



50

Croton Genetics

The large morphological diversity, the capacity of growing in contrasting
environments (in some cases under extreme agroclimatic conditions) and the large
amount and types of compounds present in some species suggest that Crofon bears
considerable genetic diversity, with many important genes still uncovered for the
science. Despite of that, few genetic studies have been carried out on Crofon species.
Therefore genetic information at chromosome and molecular levels are urgently needed
to help the establishment of diversity and conservation centers, population minimal size,
evolution, sustainable use and breeding of potentially useful species.

Chromosomal studies

Literature data reveal that less than 5% of the known species have been cytogenetically
analyzed. Most of the studies are limited to chromosome counts, including species
collected in North America (Urbatsch et. al. 1975), Thailand (Soontorchainaksaeng and
Chaiyasut 1999, Soontorchainaksaeng et al. 2003) and other regions with prevalence of
India (revised by Berry 2006). No information is available regarding chromosome
morphology and banding patterns as well as for Brazilian species. Considering the
available data, haploid chromosome numbers normally range from n=8 to n=32, with
exception of C. xalapensis (sect. Cyclostigma, subsect. Xalapensis) that presents n=60
(2n=120). By the other hand, most of the cytogenetically analyzed species exhibit
2n=20 chromosomes, a common number within Euphorbiaceae (revised by Berry
2006). The actual knowledge of chromosome counts in Croton is preliminary, since
counts include one or few representatives of most sections, with many sections bearing
a single species studied (e.g. Astrea, Croton, Eremocarpus, Furcaria, Gynamblosis,
Julocroton, Tiglium and Pilinophytum). The most known sections are Drepadenium and
Velamea with five to eight studied species, respectively. All Drepadenium species
presented n=14 chromosomes, while in Velamea haploid numbers ranged from 9, 10 to
24, with prevalence of n=10 (Soontorchainaksaeng and Chaiyasut 1999,
Soontorchainaksaeng et al. 2003, Berry 2006). Despite the few available counts
Urbatsch et al. (1975) suggested x=10 as the base primary chromosome number for the
genus, while other numbers observed (x=7, 8 and 9) can be considered secondary
chromosome numbers. Considering that some groups bear a conservation regarding
chromosome numbers, Soontornchainaksaeng e Chaiyasut (1999) suggested that most
of the genus diversity may be confined to point mutations at the molecular level, with
similar karyotypes in species with 2n=20.

Recent evaluations (Figs. 3a-f) made by our group uncovered chromosome
numbers for three Croton species collected in the state of Pernambuco (Brazilian
Northeastern region), including C. heliotropiifolius (Kunth) Muell. Arg. with 2n=20
(Figs. 3b,d), C. aff. heliotropiifolius (Kunth) Muell. Arg. with 2n=20 (Fig. 3e) and C.
lobatus L. with 2n=18 (Figs. 3c,f). Regarding chromosome morphology Croton aff.
heliotropiifolius beard a symmetric karyotype diverging from the remaining taxa that
presented asymmetric karyotypes regarding both centromere position and chromosome
sizes (Figs. 3d-f). Analyzing two populations of C. heliotropiifolius striking differences
regarding karyotype morphology were detected and confirmed after new collections and
repetitions (Figs. 3d-e). Both populations occurred in the city of Buique (Pernambuco
state) with similar morphological features. Both taxa presented 2n=20 but after
karyotype evaluation, striking differences regarding chromosome sizes [C.
heliotropiifolius with chromosomes from 2.05 to 3.93 um while C. aff. heliotropiifolius
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presented 1.71-1.09um]. Probably small chromosomes are prevalent for the genus, as
also observed in C. lobatus with chromosomes sizes ranging from 1.90 to 0.92 um.
Fluorochrome staining (Lira-Neto et al, in prep.) for C. lobatus revealed pericentric
CMA; " /DAPI™™ (chromomycyn A3 positive and Diamidyn-8-phenilindol neutral)
regions in the pericentromeric regions of all chromosome pairs. By the other hand, the
same staining method applied to C. heliotropiifolius revealed only two subterminal
CMA;'/DAPT sites in a single chromosome pair. In all these results suggest the
prevalence of GC-rich repetitive DNA for the genus, with contrasting distribution
among both analyzed species. Our results indicate that at least in Brazilian Northeast
high levels of diversity in chromosome morphology and banding patterns is given,
opposite to the supposed karyotype conservation observed in Thailand populations, as
suggested by Soontornchainaksaeng e Chaiyasut (1999).
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Figure 3. Micrographs of Croton taxa collected in Pernambuco state (Brazilian Northeastern region)
after standard Giemsa staining. (a-b) Interphase nucleus and metaphase spread of C.
heliotropiifolius (2n=20); (c) prometaphase chromosomes of C. lobatus (2n=18); karyotypes of C.
heliotropiifolius (d); C. aff. heliotropiifolius (2n=20) (e) and C. lobatus (f). Bars in ¢ for a-c and in f
for d-f correspond to 10 pum.
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Molecular Evaluations

Molecular evaluations including Crofon species have contributed to the understanding
of its evolutionary history and evaluation of relationships among sections and lower
taxonomic levels (Ginzbarg 1992, Berry et al. 2005a, b, Van et al. 2006). Using ITS
(Internal Transcribed Spacers) and #rnlL-Fs (conserved region of chloroplast DNA)
sequences Berry et al. (2005a) analyzed 78 Crofon species, including 29 of the 40
sections defined by Webster (1993), as well as representatives of the genera
Moacroton, Brasiliocroton, Jatropha, Sagotia, Paracroton, Acidocroton, Ophellantha,
Crotonopsis, Eremocarpus and Julocroton. Both sequences resulted in similar taxa
grouping and after combination were able to separate different taxa. Most species of
Croton appeared as a monophyletic group, recognized as a sister group of
Brasiliocroton, a genus recently described by Berry et al. (2005b). Regarding
infrageneric delimitation, both representatives of the section Astraeae (C. lobatus and
C. praetervisa) grouped together with Acidocroton and Ophellantha, composing a
separate clade from the remaining Croton and Brasiliocroton. These results, together
with other morphologically and cytologically (n=9) divergent features lead to the
isolation of this section from the genus. On the other hand, the controversial sections
Crotonopsis, Eremocarpus and Julocroton grouped together with the remaining species
of Croton, confirming their classification within this genus.

Remaining Croton representatives grouped together in a branch including one
small (C. texensis, C. alabamamensis, C. olivaceus and Moacroton lanceolatus) and
three large subgroups. The small group included C. texensis, C. alabamamensis, C.
olivaceus and Moacroton lanceolatus. The genus Moacroton includes only six species
restricted to Cuba and its taxonomic position has been an object of controversy. The
remaining two large clades included exclusively Neotropical representatives; the first
including the subsections Palanostigma and Cyclostigma (sect. Cyclostigma) and the
second with the sections Velamea, Cascarilla and the subsection Xalapensis (sect.
Cyclostigma). The observed clades suggest that section Cyclostigma is not a natural
group, while the second clade is better supported when including sections Drepadenium
and Eluteria.

The position of the clade including all 21 Old World species leads to the
conclusion that the Crofon genus originated in the New World, with posterior
colonization of the paleotropics. However, the study included no species from Africa or
Madagascar (Berry et al. 2005b). Based on the results of Berry et al. (2005a) for C.
alabamensis (sect. Lamprocroton), C. olivaceus (sect. Corylocroton) and Moacroton,
which formed an isolated clade from the remaining Croton species, van Ee et al. (2006)
compared both C. alabamensis (C. alabamensis and C. texensis) varieties with 13 other
Croton species, three Moacroton species and one Brasiliocroton species using ITS and
trnL-Fs sequences. The C. alabamensis varieties were also analyzed by AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism). The results were similar to those
observed by Berry et al. Berry et al. (2005a) with Moacroton representatives grouping
together with C. alabamensis and the Corylocroton grouping in a clade isolated from
the remaining Croton species. Future evaluations with a larger number of
representatives (especially of the sections Lamprocroton and Corylocroton) are
necessary to better infer the relationship of this group to the remaining species of the
genus. AFLP data generated by Ginzbarg (1992) on Croton alabamensis confirmed that
populations from Alabama and Texas are different varieties. On the other hand, the
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diversity index does not support the theory of recent long-distance dispersal, as
expected and also does not indicate which variety could be the ancestor.

Croton Sequences on Genetic Databases

After a search of GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the ‘taxbrowser’ tool
and after specific evaluation of nucleotide and protein sequences, as well as elimination
of some redundancies, we observed the existence of 442 Crofon DNA sequences in
GenBank. Of these, 41 have been translated to amino acid sequences and are also
present in the protein data-bank. From the 442 DNA sequences (Table 5, ‘DNA’
column), 248 have been amplified from chloroplast DNA, 192 from ribosomal DNA
(for ITS diversity evaluation) and 14 from mitochondrial DNA. Only three sequences
have been analyzed for their pharmacological potential. Considering protein sequences
(Table 5, ‘Prot’ column), all have been derived from DNA sequences using
bioinformatic translation tools and most of them have been generated for phylogenetic
studies. From the 74 protein sequences available, 30 were amplified from mitochondrial
DNA and 41 from chloroplast DNA and only three of them were from expression
assays. All protein sequences identified are redundant with the original DNA sequences
in DNA database (Table 5, ‘DNA’ column). This means that no original protein
evaluation (directly generated by sequencing amino acids) are available in public
databases, though it can be presumed that some exist and are the object of
pharmacological patenting without identification of the source species.

The three sequences generated using expression assays (cDNA cloning and
sequencing) deserve special mention. One of them is an isomerase (1-deoxy-D-xylulose
5-phosphate reductoisomerase) with 467 amino acids from leaves of Croton
stellatopilosus identified by a group from Thailand. Reductoisomerases are important in
oxidative processes and protein synthesis. The recognized Croton sequence seems to be
unique in eukaryotes, and is deposited by the authors (Sitthithaworn, W. and Sankawa,
U. Faculty of Pharmaceutical Sciences, Prince of Songkla University, Thailand) at the
Uniprot database (http://beta.uniprot.org/uniprot/) under the accession number 431156.
The second DNA sequence has been sequenced and analyzed in Japan by Kojima et al.
(2000) and was identified as a geranyl-geranyl diphosphate synthase (GGPPS) with 368
amino acids. This enzyme supplies the essential acyclic precursor geranylgeranyl
diphosphate (GGPP) for the biosynthesis of a structurally diverse group of compounds
including diterpenes. Another sequence generated by the same group, a copalyl
diphosphate synthase with 829 amino acids is also a diterpene precursor. Only 11
species from the 106 species native from the Brazilian Northeastern region (Table 2) are
included in Table 5, most of them from widely distributed species and only three of
them known for their economic potential (Table 3).
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Table 5. Analytical evaluation and classification of Crofon sequences deposited in GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), including DNA nucleotide sequences and protein (prot.) amino-
acid sequences. Legend for abbreviations: NE: species that occur in Brazilian Northeastern
region according to the present evaluation (listed in Table 2 and 3); Ph: species with indications
from folkmedicine and pharmacological evaluations (listed in Table 3).

Croton Species DNA Prot. NE Ph Croton Species DNA Prot. NE Ph

C. abutiloides Kunth 2 0 C. lundellii Standl. 9 3

C. adspersus Benth. 1 0 C. ¢f. lundellii Standl. 10 2

C. alabamensis E.A. Sm. C. maestrense Alain 4 2

ex Chapm.

var. alabamensis 36 10 C. malambo H. Karst. 2 0 X

var. texensis Ginzbarg. 22 2 C. martinianus V.W. Steinn. 2 0

C. alagoensis Miill. Arg. 1 0 X C. matourensis Aubl. 2 0

C. antisyphiliticus Mart. 2 0 X X C megalodendron Miill. Arg. 2 0

C. argenteus L. 2 0 C. megistocarpus G. 8 2
Ramirez, J. Angel & Poveda

C. argyranthemus 2 0 X C. menyharthii Pax 1 1

Michx.

C. beetlei Croizat 6 0 C. mexicanus Miill. Arg. 12 2

C. betulinus Vahl 2 0 C. micans Sw. 2 0 X

C. billbergianus Miill. 4 2 C. michauxii G.L. Webster 1 0

Arg.

C. bixoides Vahl 2 0 C. microtiglium Burkill. 2 0

C. bonplandianus Baill. 2 0 C. montevidensis Spreng. 2 0

C. bracteatus Lam. 2 0 C. nephrophyllus Urb. & 2 0
Ekman.

C. bredemeyeri Miill. 2 0 C. niveus Griseb. 8 2

Arg.

C. cajucara Benth. 2 0 X X C. noronhae Baill 4 1 X

C. californicus Miill. 2 0 X  C. nubigenus G.L. Webster 6

Arg.

C. capitatus Michx. 2 0 C. oerstedianus Miill. Arg. 5

C. caracasanus Pittier 4 2 C. olivaceus Mill. Arg. 2 1

C. cascarilloides 2 0 C. ¢f. olivaceus 1

Geiseler

C. caudatus Geiseler 2 0 C. ovalifolius Vahl 2 0

C. chilensis Miill. Arg. 2 0 C. pachypodus G.L. Webster 5 0

C. ciliatoglandulifer 2 0 C. paludosus Miill. Arg. 1 0

Ortega

C. conduplicatus Kunth 3 0 X C. piptocalyx Miill. Arg. 6 2 X

C. coriaceus Kunth 4 0 C. poecilanthus Urb. 4 1

C. coriifolius Airy Shaw 2 0 C. poilanei Gagnep. 2 0

C. corinthius Poveda, G. 6 1 C. punctatus Retz. 6 1

Ramirez & J. Angel

C. corylifolius Griseb. 10 0 C. pungens Jacq. 2 0

C. craspedotrichus 2 0 C. quercetorum Croizat 1 0

Griseb.

C. crassifolius Griseb. 2 0 C. repens Schltdtl. 2 0

C. crocodilorum Leandri 2 0 C. ripensis Kaneh. & Hatus. 2 0

C. cuneatus Klotzsch 2 0 C. roraimensis Croizat 4 1

C. daphniphyllum 4 1 C. roxburghii Balakr. 2 0

Radcl.-Sm.

C. dioicus Roxb. 2 0 C. ruizianus Mill. Arg. 2 0

C. discolor C. Wrightex 4 2 C. sampatik Mill. Arg. 6 2

Griseb.

C. draco Schltdl. & 6 2 C. sapiiflorus Croizat 2 0

Cham.

C. ekmanii Urb. 1 1 C. schiedeanus Schltdl. 2 0 X

C. elegans Kunth 6 0 C. setiger Hook. 8 3

C. elliottii Chapm. 2 0 C. socotranus Balf. f. 2 0

C. flavens L. 1 0 C. speciosus Miill. Arg. 2 0

C. flavens L. var. 1 0 C. stellatopilosus H. Ohba 1* 1*

rigidus Mill. Arg.
C. floccosus B.A. Sm. 2 0 C. suaveolens Torr. 2% 0
C. glandulosus L. 2 0 X C. sublyratus Kurz 2 2%
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C. gossypiifolius Vahl 4 0 C. subpannosus Muell. Arg. 2 0
ex Griseb.
C. gratissimus Burch. 2 0 C. cf. tessmannii Tipaz 1163 2 0
C. grewiifolius Miill. 2 0 C. tiarensis P.E. Berry & R. 2 0
Arg. Riina
C. guayanensis Aubl. 2 0 C. tonduzii Pax 2 0
C. heliotropiifolius 1 0 C. tricolor Miill. Arg. 4 1
Kunth
C. heteranthus Aug. 2 0 C. trigonocarpus Griseb. 1 1
D.C.
C. hoffmannii Milll. Arg. 4 1 C. trinitatis Millsp. 2 0
C. huberi Steyerm. 2 0 C. triqueter Lam. 2 0
C. hutchinsonianus 2 0 C. varelae V.W. Steinn. 2 0
Hosseus
C. impressus Urb. 6 2 C. verapazensis Donn. Sm. 1 0
C. insularis Balill. 6 3 C. verreauxii Baill. 2 0
C. jimenezii Standl. & 4 2 C. wilsonii Griseb. 2 0
Valerio
C. kerrii Airy Shaw 2 0 C. yecorensis V.W. Steinm. 2 0
& Fleger
C. klotzschianus Miill. 2 0 C. ynesae Croizat 1 0
Arg.
C. kongensis Gagnep. 2 0 C. yucatanensis Lundell. 5 2
C. laceratoglandulosus 2 0 C. zambesicus Muell. Arg. 6 1
Caruzo & Cordeiro
C. lachynocarpus Benth. 2 0 Croton sp. 654 1 0
C. laurinus Sw. 4 1 Croton sp. Berry 7618 2 0
C. lechleri Milll. Arg. 2 0 Croton sp. Diaz Camilo 6567 1 0
C. leonensis Hatch. 5 0 Croton sp. Gonzalez 398 4 0
C. leptostachyus Kunth 2 0 Croton sp. Neill 11163 1 0
C. lucidus L. 7 2 Croton sp. Qiu 94027 1 1
No. of taxa No. of taxa Total no. of Total no. of No. Brazilian Phytomedical
with DNA with DNA Protein Northeastern Taxa Taxa
sequences protein Sequences Sequences in Genbank in Genbank
sequences
132 41 501 85 11 11

Considering the known and potential importance of Croton, this number of
deposited sequences is far below what one might expect. On the one hand, this means
that few public research centers (mainly universities) are working on Crofon genomic
and molecular biology. On the other hand this may bring one to the conclusion that a
larger number of sequences is deposited in private data banks, and that these have been
generated by private enterprises.
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Final Considerations and Perspectives

The present work is intended to give an insight into the diversity, abundance and

importance of Crofon from different points of view, leading to some important
conclusions that we wish to summarize as follows:

1.

2.

Several species of Croton are distributed in Brazil, with higher diversity and
endemism in the Northeast region with 71 species recorded by our evaluations.
Regarding field observations, some species are quite diverse within and among
natural populations.

The relationship among species as well as infrageneric classification regarding
species of the Brazilian Northeast is the object of controversy. There are urgent
needs for an evaluation of additional features for phylogenetic reconstruction,
generation of additional molecular data, confirmation of homology of some
morphological features within the genus, and more study of species from dry
environments.

Few ecological evaluations have been carried out in the genus, and the Brazilian
Northeast is an almost unknown territory for this kind of approach.

Among all vegetation types in Brazil, the Caatinga is one of the most fragile and
has the fewest conservation units. This scenario is even worse if one considers
that many Croton species are collected and used by local population for different
purposes, leading to a great danger of extinction and loss of diversity in the near
future.

The range of potential pharmacological uses of compounds of Crofon is
invaluable. Besides that, many different aromas detected during field
observations are also potentially useful for cosmetic, cleaning and other
purposes.

No information is available for the cultivation and propagation of Neotropical
Croton species. This knowledge would be very important to support
reforestation, sustainable management and future establishment of germplasm
banks.

Cytogenetic studies have been mostly restricted to chromosome counts of non-
Brazilian species. Our preliminary studies of chromosome morphology and
banding with fluorochromes among other observations, revealed that a large
diversity of chromosome morphology may exist, including chromosome sizes
and the distribution of repetitive GC-rich satellite sequences.

Most known Croton DNA and protein sequences have been generated for
phylogenetic purposes (chloroplast, mitochondrial or ribosomal DNA) with only
three pharmacological important sequences deposited in public data banks.

Altogether the present data and the critical review presented here show how

scarce knowledge on many aspects of Crofon biology is as well as the potential of this
natural resource for more research programs and product development. We are now
establishing a working group on taxonomy, genetics and folkmedicine on Croton
species, but much more interdisciplinary work is needed. Conservation planning and
genetic banks including in vivo (plants and seeds) and in vitro conserved species would
be important for the successful development of a research network. Also partnerships
with the private sector at national and international levels would be desirable. Our group
is open for this enterprise!
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Resumo

Embora o género Crofon apresente seu centro de diversidade no nordeste brasileiro,
poucas sdo ainda as informacdes sobre a sua diversidade genética na regido. O presente
estudo traz informagdes citogenéticas inéditas sobre dez populacdes de seis espécies de
Croton classificadas em cinco se¢des (Argyroglossum, Astraea, Barhamia, Podostachys
e Velamea), incluindo trés contagens cromossdmicas inéditas: C. lundianus e C. sellowii
(ambas com 2n=20) e C. adenocalyx (com 2n=40). As demais espécies apresentaram
2n=20, sendo que apenas C. lobatus diferiu, com 2n=18. Todas as espécies
apresentaram cariotipo simétrico com cromossomos meta- ou submetacéntricos de
tamanho similar. Constrigdes secundarias foram observadas em todas as espécies, com
excegdo de C. lundianus. A coloragdo com nitrato de prata em C. heliotropiifolius, C.
adenocalyx e C. blanchetianus apresentou células com numero maximo de quatro
nucléolos ativos para a primeira espécie, e dois para as demais. O bandeamento com
DAPI/CMA; revelou baixo conteido de heterocromatina na maioria das espécies
estudadas, com apenas um par CMA; /DAPT. Exce¢des foram Croton adenocalyx (dois
pares CMA; /DAPI) e C. lobatus, com marcagdes CMA;"/DAPI’ nas regides
pericentroméricas de todos os cromossomos do complemento. A hibridizacdo in situ
fluorescente evidenciou quatro sitios de 45S em C. adenocalyx e dois em C. lundianus.
Apesar de pertencerem a segdes distintas e possuirem grandes diferengas morfologicas,
cinco das seis espécies aqui estudadas mostraram relativa conservacdo

cariomorfoldgica, com excec¢do de C. lobatus.

Palavras chave: Evolugdo cromossdmica, poliploidia, nimero basico, Crotonoideae.
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Introducio

O género Croton L. é um dos maiores da familia Euphorbiaceac com cerca de
1.300 espécies descritas (Govaerts ef al., 2001) divididas em 40 se¢des (Webster, 1993).
No Brasil sdo estimadas em torno de 350 espécies distribuidas em diferentes
vegetacdes, com uma grande concentragdo na regido nordeste, particularmente na
caatinga (Lima & Pirani, 2003; Pollito et al., 2004). Desse total, cerca de 300 sdo
consideradas endémicas do pais (Pollito er al., 2004). Nao existem dados exatos a
respeito da representatividade do género no nordeste, entretanto, Cordeiro e Carneiro-
Torres (2006) listaram 52 espécies.

Do ponto de vista ecoldgico, Crofon aparece como um importante elemento do
componente lenhoso em diferentes formagdes vegetacionais do Brasil, ndo apenas em
relagdo ao numero de espécies, mas também em ocupagdo espacial. Algumas espécies
como Croton blanchetianus Baill. e C. heliotropiifolius Kunth. formam grandes
populacdes que abrangem extensas areas, principalmente no dominio da caatinga. Em
alguns levantamentos fitossociologicos realizados no semi-arido nordestino, as espécies
de Croton sdo frequentemente citadas entre as de maior densidade (Aratjo et al., 1998;
Figueirédo et al., 2000).

Perry (1943) chamou a atengdo para a diversidade de numero e tamanho
cromossOmico dentro da familia Euphorbiaceae, o que a torna muito interessante em
termos citogenéticos. Tendo em vista os problemas de ordem taxondmica gerados
devido ao grande numero de espécies, variagdes morfoldgicas e de habitos encontradas
nesse grupo, informagdes sobre o nimero cromossdémico, bandeamento, organizacdo do
nucleo interfasico e estudos de hibridizagdo in situ podem servir como importante

ferramenta para inferéncias sistemdticas e evolutivas (Roser e Morawetz, 1994).
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Entretanto, esses dados ainda sdo escassos para a maioria dos grupos de angiospermas
tropicais.

Em Croton este panorama ainda ¢ mais dificil. Em relagdo ao tamanho do
género, o numero de espécies estudadas ¢ muito pequeno. Além disso, as informagdes
existentes referem-se quase que exclusivamente a registros de niimero cromossémico,
ndo havendo publicagdes com outras abordagens citogenéticas. Os dados disponiveis
apresentam n=8 ¢ n=32 como sendo o menor ¢ o maior numero hapldide encontrado,
respectivamente, onde n=10 ¢ o mais frequente. Em relagio a distribuicdo desses
estudos, menos da metade das segdes possuem espécies analisadas e algumas dessas
possuem apenas um representante (Astraea, Croton, Eremocarpus, Furcaria,
Gynamblosis, Julocroton, Pilinophytum e Tiglium). A se¢do Drepadenium exibiu n=14
cromossomos em todas as cinco espécies estudadas enquanto que em oito espécies
estudadas da se¢do Velamea, os numeros variaram entre n=9, 10 ¢ 24 (Gusmao, 2000;
Porto, 2007; Goldblatt e Johnson, 2008).

Apesar da grande diversidade morfoldgica desse género em todos os niveis
estudados e a pequena amostra de representantes analisados citogeneticamente, certo
grau de conservagdo citoldgica com n=10 foi observado, com cromossomos similares
em tamanho e morfologia. Soontorchainaksaeng e Chaiyasut (1999) propuseram que
essa diversidade fenotipica seja atribuida a diferengcas moleculares que ndo sio
perceptiveis quando se estuda apenas o complemento cromossdémico.

Visando suprir a grande caréncia de dados cariomorfoldgicos adicionais o
presente estudo visou fornecer informagdes citogenéticas para algumas espécies de
Croton ocorrentes no nordeste brasileiro, incluindo analises convencionais (tipo de
nucleo interfasico, comportamento de condensa¢do, tamanho, nimero e estrutura dos

cromossomos), bem como dados inéditos para o género obtidos através da coloragéo
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com AgNOj;, fluorocromos (CMA3; e DAPI) e localizagdo de sitios de DNAr 458,
inferindo sobre a diversidade e distribui¢do destes marcadores cromossdomicos nos

representantes do género, comparativamente a grupos relacionados.

Materiais e Métodos

As espécies estudadas foram coletadas nos estados de Pernambuco, Sergipe e
Bahia, sendo mantidos na casa de vegetacdo do Departamento de Genética da UFPE. A
tabela 1 apresenta a lista de populacdes e espécies estudadas, incluindo a se¢do
pertencente, a procedéncia, o nome do coletor, 0 nimero cromossémico encontrado e
numeros anteriormente reportados. A identificagdo taxonomica foi feita pela Dra. Maria
de Fatima Lucena do Laboratério de Morfo-Taxonomia Vegetal da UFPE. As exsicatas
desse material encontram-se depositadas no herbario UFP — Geraldo Mariz/UFPE
(Recife, Brasil). Para as sec¢des, seguiu-se o proposto por Webster (1993).

As andlises citogenéticas foram realizadas em células obtidas a partir do
meristema apical de pontas de raizes coletadas de individuos em crescimento. Para a
obtencdo de metdfases mitdticas seguiu-se pré-tratamento em 8-hidroxiquinoleina
(8HQ) a 2 mM por periodo de 18 a 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi fixado em Carnoy (solugdo de etanol: acido acético, 3:1) e estocado em
freezer (-20°C). A coloracdo convencional com Giemsa seguiu a metodologia descrita
por Benko-Iseppon e Morawetz (2000). Na preparagdo de laminas para a coloragdo com
os fluorocromos CMA; ¢ DAPI e para a técnica de FISH, as pontas de raizes foram
digeridas enzimaticamente por quatro horas a 37 °C em uma solugdo de celulase 2%

(Onozuka) e pectinase 20% (Sigma).
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Para a coloragdo com nitrato de prata, foi utilizada a metodologia descrita por
Vieira et al. (1990). Apos o pré-tratamento, as raizes foram fixadas em etanol, acido
acético glacial e formaldeido (18:1:1, v/v/v) por 4 h a temperatura ambiente. Apds
lavagem em agua destilada, as mesmas foram incubadas em solugdo aquosa de AgNO;
20% a 60°C por pelo menos 12 h. Apds a remocdo de residuos da prata, a coloragdo foi
revelada com solug@o de hidroquinona 1% e formaldeido 10% (1:1, w/v) por 5 min. O
esmagamento das pontas de raizes ocorreu com &acido acético 45% e uma gota de
carmim acético 1%, para auxiliar na visualizacdo sob microscopia optica convencional.
Em seguida, as 1aminas foram congeladas em nitrogénio liquido, mergulhadas em etanol
absoluto por 4 min, secas e montadas com Entellan.

Antes da aplicac@o dos corantes CMA; e DAPI, as laminas foram envelhecidas
por 3-4 dias a temperatura ambiente. A coloragdo com esses fluorocromos seguiu o
descrito por Schweizer & Ambros (1994), sendo as laminas coradas com CMAj (0,5
mg/mL, 1 h) e DAPI (2 pg/mL, 30 min), montadas em tampao Mcllvaine-glicerol (1:1)
e estocadas em camara escura, por trés dias. Apos analisadas e fotografadas as melhores
células, algumas dessas 1aminas foram descoradas em etanol: acido acético (3:1, v:iv)
por 30 min e depois em etanol absoluto por 1 h e estocadas a —20 °C para serem
utilizadas na FISH.

Na técnica de FISH utilizou-se a sonda pTa71, contendo a unidade de repetigio
de DNAr 18S-5,8S-268S, oriunda de Triticum aestivum (Gerlach e Bedbrook, 1979). A
mesma foi marcada com digoxigenina-11-dUTP (Roche), através de nick translation . A
sonda de DNAr 5S (pTa794) foi marcada pela reagdo em cadeia da polimerase e
hibridizada de acordo com Heslop-Harrison ef al. (1992). A desnaturagdo das sondas, os

banhos pos-hibridizacdo e a detecgdo foram efetuados de acordo com Heslop-Harrison
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et al. (1991), exceto pela lavagem de estringéncia que foi realizada em 0,1x SSC a
42°C.

As melhores células obtidas com analise convencional e com nitrato de prata
foram fotografadas com uma camera digital Olympus SP350, em fotomicroscopio Leica
DMLB. Os cromossomos foram medidos com o programa UTHSCSA ImageTool 3.0, a
fim de obter uma média para os maiores € 0os menores cromossomos bem como do
complemento dipldide total das espécies analisadas. Para a documentagio fotografica da
coloragdo com os fluorocromos CMA3/DAPI e da FISH, imagens das melhores células
foram capturadas em um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB, com uma
camera Leica DFC340 FX, utilizando o programa Leica CW4000.

A representagdo idiogramatica apresentada foi gerada a partir de uma estimativa
dos tamanhos dos cromossomos e bragos, com a posi¢do relativa dos marcadores

representados (bandas e sinais de FISH).

Resultados

Os resultados obtidos encontram-se compilados nas Tabelas 1 e 2, estando
ilustrados nas Figuras 1, 2 e 3.

Em relagdo ao niimero cromossomico, apenas as espécies C. adenocalyx e C.
lobatus apresentaram numeros diploides diferente de 2n=20, com 2n=40 e¢ 2n=18,
respectivamente (Tab.1). Para todas as espécies observou-se cariotipo simétrico com
cromossomos meta-submetacéntrios de tamanho similar e dificil distingdo individual. O
padrdo de condensagdo observado foi o proximal para todas as espécies (Figs. 1b, f, j) e
os nucleos interfasicos apresentaram-se semi-reticulados (Figs. 1a, ¢, e, i, k). Contudo,

em C. lobatus, observaram-se cromocentros maiores que nas outras espécies (Fig. 1g).



75

Apesar de nem sempre evidentes, constrigdes secunddrias foram observadas em
todas as espécies (como indicado nas Figs. 1b, 1f, 1h, 1j, 11 e 3), com exce¢do de C.
lundianus (Fig. 1d e 31II). Sua localiza¢do mostrou-se variavel ao longo do brago
cromossémico. Em C. adenocalyx a forte distensdo do unico satélite observado aliado
ao posicionamento proximal, dificultou inicialmente a contagem cromossdmica dando a
equivocada impressdo de que o complemento cromossomico fosse composto por 41 ou
42 cromossomos (Fig. 1b).

Quanto a coloragdo com nitrato de prata, foram feitas contagens de nucléolos em
1.456 células de C. heliotropiifolius, 232 de C. blanchetianus ¢ 563 de C. adenocalyx. A
primeira e a segunda possuem células com nimero maximo de dois nucléolos e C.
adenocalyx apresentou duas células com trés ¢ uma com quatro nucléolos (Fig. Im-o e
Tab. 2). Em todas as contagens, o nimero de ntcleos com apenas um nucléolo foi
superior as outras variantes.

O bandeamento com DAPI/CMA; revelou padrdes similares entre algumas das
espécies estudadas (Tab. 2). Croton adenocalyx (Figs. 2a-c e 31) e C. sellowii (Figs. 2 q-
r e 3V) apresentaram bandas CMA; /DAPI” proximais em um par cromossdmico que
coincidiram em localizagdo com suas constri¢des secundarias indicando, assim, a sua
provavel marcagdo. Adicionalmente, C. adenocalyx (2n=40) apresentou uma segunda
marcagdo também CMA; /DAPI sé que, dessa vez, em posigdo subterminal. Uma tnica
banda CMA;'/DAPI subterminal marcando o par de satélites também foi o padrio
encontrado para C. blanchetianus (Figs. 2n-p e 3VI) e C. heliotropiifolius (Figs. 2i-k e
31I). Entretanto, nessa ultima espécie pode-se observar claramente um heteromorfismo
quanto ao tamanho ¢ a intensidade da marcagdo. Estas podem ser definidas como
CMA;"DAPI" ¢ CMA; "/DAPI" (Fig. 2i-j e 3III). Uma banda CMA; /DAPI

subterminal também foi observada em C. lundianus (Figs. 2e-g e 311). Por sua vez, C.
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lobatus (Figs. 21-m e 3IV) ndo mostrou nenhuma similaridade com o restante do grupo,
exibindo marcacdes CMA;/DAPI° na regido pericentromérica de todos os
cromossomos do complemento.

A hibridizacdo in situ revelou quatro sitios de 45S em C. adenocalyx (Figs. 2d e
31) com sinal menor que as marcagcdes CMAj; positivas (Figs. 2b-c e 31) e 2 sitios em C.
lundianus com tamanho e intensidade de sinal similar s marcagdes CMA;" (Figs. 2f-g e

310).

Discussio

O presente estudo traz informagdes citogenéticas para seis espécies pertencentes
a cinco secdes do género Croton, coletadas de dez populagdes naturais da regido
nordeste do Brasil. Destas, apenas trés foram estudadas anteriormente, apresentando
dados oriundos de analise convencional, como niumero ¢ morfologia dos cromossomos,
padrio de condensacdo e tipo de nucleos interfasicos. Além disso, estes sdo os primeiros
dados obtidos com técnicas diferenciais (coloragdo com AgNO;, CMA3/DAPI) e
hibridizacdo molecular (FISH) para o género.

Os numeros cromossomicos encontrados para C. adenocalyx, C. lundianus e C.
sellowii s@o os primeiros registros para essas espécies. Por sua vez, para C.
blanchetianus e C. lobatus existem contagens prévias (Brunel e Laplace, 1977; Porto,
2007) que foram confirmadas no presente estudo. A Uunica populacdo de C.
heliotropiifolius antes estudada (Porto, 2007) exibiu caridtipo composto por 2n=40
cromossomos, divergindo dos dados encontrados nas quatro popula¢des analisadas no
presente trabalho, todas com 2n=20. O referido autor também relatou 2n=40 como a

primeira ocorréncia em C. semivestitus o qual pertence a mesma secdo de C.
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heliotropiifolius (Velamea). Além dessas, a outra espécie no género a exibir conjunto
cromossomico composto por 2n=40 cromossomos foi C. adenocalyx, aqui estudada pela
primeira vez.

A predominancia do cariétipo composto por 2n=2x=20 cromossomos aqui
encontrada reflete certa tendéncia para o género, onde cerca de 60% dos representantes
estudados compartilham esse numero diploide. Entretanto, menos de cinco por cento
das espécies descritas taxonomicamente apresentam algum registro de nimero hapldide
ou diploide o que torna dificil a inferéncia sobre um numero basico para o grupo.

Em Euphorbiaceae, o numero basico x=10 ¢ comum nas subfamilias
Acalyphoidea ¢ Crotonoidae podendo ser bastante derivado ja que x=7 e x=13 parecem
ser os mais primitivos dentro da familia (Hans, 1973). Em Croton, entretanto,
considerando-se a grande variagdo numérica, com cariotipos diferentes daqueles de
base n=10, provavelmente originados por disploidia, surgiu a hipotese que x=10 seja o
numero bésico primario, com x=7, 8, 9 figurando como os principais numeros basicos
secundarios (Urbatsch et al., 1975).

A morfologia cromossomica para as espécies analisadas foi predominantemente
metacéntrica ¢ submetacéntrica, com caridtipos simétricos. Outros autores encontraram
esta mesma predominancia quando analisaram os cariotipos de algumas Euphorbiaceae
dos géneros Ricinus (Paris et al., 1978), Dalechampia (Vanzela et al., 1997) e Manihot
(Carvalho, 1999). Entretanto, Vosa e Bassi (1991) encontraram uma predominéncia de
cromossomos acrocéntricos e metacéntricos em oito espécies de Euphorbia oriundas do
sudeste da Africa. Por sua vez, C. pedicellatus exibiu caridtipo bimodal com um par
cromossémico bem maior que os demais (Porto, 2007).

A estrutura dos nucleos interfasicos do tipo semi-reticulado ¢ o padrio de

condensagdo do tipo proximal foram observados em todas as espécies com pequenas
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variacdes. Este padrao também tem sido relatado em outros crotons e géneros da familia
que possuem espécies com cromossomos pequenos (Gusmao, 2000, Carvalho a Guerra,
2002, Porto, 2007).

Os estudos com fluorocromos base especificos em Euphorbiaceae tém revelado
uma heterocromatina predominantemente rica em pares de base GC. Entretanto, quanto
ao numero de blocos CMA; encontrados, os resultados tém sido variados. Gusméio
(2000) encontrou marcagdes CMA; /DAPI subterminais em dois, trés ou quatro pares
cromossOmicos em Jatropha, dois em Chamaesyce, um e trés em Crnidosculus, bem
como em um par em Euphorbia insulana. Admitiu-se que essas marcagdes
corresponderiam as RONs nessas espécies. Vosa e Bassi (1991) aplicaram os corantes
fluorescentes quinacrina ¢ Hoechst 33258 em espécies de Euphorbia, indicando que as
fracas bandas produzidas correspondiam as regides organizadoras de nucléolos.

De forma geral, as bandas encontradas corresponderam em localizagdo e
tamanho a constri¢do secundaria presente em um unico par cromossdmico. Exce¢fo a
este pressuposto foi encontrada em C. lobatus que apresentou bandas CMA; /DAPI’ na
regido pericentromérica de todos os cromossomos, indicando uma grande quantidade de
heterocromatina constitutiva (HC) rica em pares de bases GC. Resultado similar foi
encontrado em  Euphorbia heterophylla que apresentou regides CMA;"
pericentroméricas em alguns cromossomos do complemento (Gusmao, 2000). Por sua
vez, em C. heliotropiifolius as bandas CMA;3" se mostraram claramente heteromérficas
apresentando um tamanho maior que as bandas observadas nas outras espécies em um
dos cromossomos e uma marcagdo de brilho quase neutro em seu correspondente. Este
resultado indica a ocorréncia de algum tipo de rearranjo cromossémico, como

translocagdo, amplificacdo ou delecdo, resultando na modificagdo do sitio de DNA
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ribossomal em um dos homologos acompanhada ou ndo de reducdo do tamanho do sitio
no cromossomo correspondente.

O fato de C. adenocalyx possuir dois pares cromossdmicos com marcacdes
CMA; /DAPI se deve a sua provavel condigdo polipldide (4x). Além dessa espécie,
existem registros de apenas outras duas no género com 2n=40, C. heliotropiifolius e C.
semivestitus, todas com analises realizadas em apenas uma populacdo (Porto, 2007). Na
primeira, observaram-se dois pares satelitados divergindo do presente trabalho que
estudou quatro populagdes com 2n=20 e apenas um par de satélites. Estudos posteriores
incluindo novas populagdes de C. adenocalyx e C. semivestitus podem encontrar
resultados similares, principalmente se ndo se limitarem apenas a coloracdo
convencional. Segundo Raven (1975) a poliploidia constitui-se em um fendémeno
comum dentre as angiospermas, estimando-se que 47% delas sejam de origem
polipldide.

As duas espécies submetidas a hibridizag¢@o in situ com a sonda de DNAr 45S
apresentaram o numero de sinais correspondente ao numero de bandas geradas com o
CMA;. Resultados similares foram observados em outras euforbiaceas como em Hevea
brasiliensis (seringueira), onde foram revelados quatro sitios de hibridizacdo de DNAr
45S correspondentes as RONs localizadas nas contricdes secundarias de dois pares
cromossdmicos e evidenciadas com fluorocromo CMA; (Leitch, et al., 1998). Nas
espécies Manihot esculenta e M. dichotoma (Carvalho e Guerra, 2002) foram
observados seis sitios de DNAr 45S, quatro maiores e dois menores. Esses sinais
corresponderam a quatro das oito marcagdes CMA3" que por sua vez, coincidem com o0s
satélites cromossomais observados na colorag¢do convencional.

O namero de RONSs ativas observadas na colora¢do com nitrato de prata em C.

heliotropiifolius, C. blanchetianus e C. adenocalyx coincidiu com os resultados obtidos
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com o CMA; indicando a presenga de dois, dois e quatro organizadores,
respectivamente. Em C. adenocalyx esse resultado também estd de acordo com as
marcagdes obtidas com a FISH. Nessa espécie a baixa frequéncia de células com trés
(0,35%) e quatro (0,17%) nucléolos indica uma rapida fusdo dos nucléolos durante a
interfase, sendo necessarias contagens de um numero elevado de células para que sejam
registrados.

Apesar de pertencerem a se¢des distintas e possuirem grandes diferencas
morfoldgicas, cinco das seis espécies aqui estudadas mostraram um bom nivel de
similaridade quanto aos dados citogenéticos. Em plantas, tem-se observado que grandes
mudanc¢as na morfologia podem ocorrer, mesmo com relativamente poucas altera¢des
genéticas detectaveis, o que se deve a uma maior plasticidade em seu padrio de
morfogénese, em relacdo a outros organismos (Gottlieb, 1984).

Por sua vez, Croton lobatus divergiu das outras espécies em quase todos os
aspectos aqui analisados. Esses resultados, apesar de preliminares, podem estar de
acordo com a proposta de Berry et al. (2005) que sugeriu a elevagdo da se¢do Astraea, a
qual essa espécie pertence, a condigdo de género. Essa sugestdo se baseia nos resultados
obtidos com estudos filogenéticos de espécies de Crofon, e de outros géneros tidos
como correlatos, através de sequéncias de ITS e DNA plastidial. A publicacio citada
posicionou os dois representantes dessa secdo fora do grande clado formado para o
género. Estudos citogenéticos como os aqui reportados em outros representantes dessa
secdo, bem como para as secdes ainda ndo estudadas, certamente contribuirdo na

resolugdo dessa e de outras questdes taxonomicas relativas ao grupo.
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Figura 1: Coloracdo convencional com Giemsa (a-1) e com nitrato de prata (m-0) em
cromossomos e nucleos interfasicos de Croton. (a-b) Croton adenocalyx, 2n=40; (¢, d,
m) C. lundianus, 2n=20; (e, f) C. heliotropiifolius, 2n=20; (g, h, n) C. lobatus, 2n=18;
(i, j) C. blanchetianus, 2n=20 ¢ (k, 1, o) C. sellowii, 2n=20. As setas apontam
constrigdes secundarias. Em m as cabegas de seta indicam nucleos com dois, trés e
quatro (detalhe) nucléolos. Em n e o sdo destacados apenas nucleos com dois
nucléolos. A barra em (0) exclusiva para as figuras m, n e o enquanto a barra em (h)
refere-se as demais células, sendo ambas equivalentes a 5 pm.



Figura 2: Cromossomos de Crofon apods coragdo com DAPI (a, e, i, I, n, q); CMA (b,
f, j, m, o, r) e sobreposicio CMA/DAPI (c, g, k, p, s). Em (d, h) marcagdo com a
sonda de DNAr 45S (FISH). (a-d) C. adenocalyx; (e-h) C. lundianus; (i-k) C.
heliotropiifolius; (I-m) C. lobatus; (n-p) C. blanchetianus e (q-s) C. sellowii. As setas
destacam as bandas CMA positivas e as cabecas de seta, as marcagdes 45S. Em (n, o,
p) as fotos exibem duas células em prometafase e no detalhe uma intérfase. A barra
corresponde a 5 pum.
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@8 CMA;'/FISH @ CMA;,Y @ CMA;"Y O CMAS

Figura 3: Representagdo idiogramatica dos cariotipos das espécies de Crofon. 1. C.
adenocalyx; 1. C. lundianus; I11. C. heliotropiifolius; IV. C. lobatus; V. C. sellowii e
VI. C. blanchetianus. Esquema representativo da distribuicdo dos marcadores
cromossdmicos indicados, ndo considerando medi¢des precisas da posi¢do ou
proporcdes do tamanho relativo dos bragos.
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CAPITULO 3

Selecao de primers para de DAF e ISSR para a avaliacio de
diversidade genética em dois géneros de Euphorbiaceae (Croton
L. e Chamaesyce Gray) com fingerprinting de DNA
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Selecdo de primers de DAF e ISSR para a avaliagdo de diversidade
genética em dois géneros de Euphorbiaceae (Croton L. e Chamaesyce

Gray) com fingerprinting de DNA

Amaro Castro Lira Neto(l); Diego Sotero de Barros Pinangé(l); Karla Camila Barbosa Santana(l);

Reginaldo de Carvalho®; Marccus Vinicius Alves” e Ana Maria Benko-Iseppon™”.

RESUMO - Os géneros Croton e Chamaesyce (Euphorbiaceae) apresentam significativa diversidade nas
regides tropicais do planeta, com espécies na maioria dos ecossistemas do Nordeste Brasileiro, varias delas com
importancia fitoterapica e ecologica. O presente estudo investigou a eficiéncia dos marcadores DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) no acesso a variabilidade genética dos
géneros Croton ¢ Chamaesyce, efetuando uma selecdo de primers para aplicacdo em estudos filogenéticos e
populacionais. Para tal, foram utilizados quatro individuos de trés espécies de Croton L. (C. heliotropiifolius, C.
blanchetianus e C. pedicellatus) e quatro de duas espécies de Chamaesyce (C. hirta e C. thymifolia).
Considerando os 29 primers DAF aplicados para Croton, foram gerados 374 loci, onde 359 foram polimorficos,
apresentando um indice de divergéncia genética global (Dg) de 95%. Ja para Chamaesyce, dos 42 primers
testados, 581 loci foram amplificados, sendo 494 polimérficos (85% de Dg global). A partir dos 17 primers
ISSR testados para Croton, foram originados 327 loci, onde 317 apresentaram-se polimorficos (Dg global de
96%). No que diz respeito ao género Chamaesyce, dos 15 oligonucleotideos, 193 loci foram gerados, com 140
polimérficos (Dg global de 72%). O elevado niimero de polimorfismos encontrados evidenciou a eficiéncia das
metodologias em inferir indices de variabilidade genética. Em todos os fenogramas gerados, os valores de
bootstrap foram consistentes (acima de 80). Observou-se, ainda, uma coeréncia na topologia dos taxons em
ambos os grupos, uma vez que houve uma separagio interespecifica e um agrupamento intra-especifico com boa
sustenta¢do. Os dados obtidos demonstraram a consisténcia dos marcadores em inferir diversidade genética nos
géneros estudados, mostrando seu potencial para analises incluindo maio nimero de amostras em nivel intra e
interespecifico.

Palavras-chave: Variabilidade genética, Marcadores moleculares, Flora do Nordeste Brasileiro, Floresta

Atlantica, DAF, ISSR.
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Primer selection for evaluation of the genetic diversity in two
Euphorbiaceae genera (Croton L. and Chamaesyce Gray)

using DNA fingerprinting

ABSTRACT - Euphorbiaceae is a family represented by 222 genera and about 5970 species. The genera

Croton and Chamaesyce present significant diversity in tropical regions, with representatives in most
ecosystems in the Brazilian Northeast, many of them with important roles as phytotherapeutics and also
ecologically. This study investigated the efficiency of DAF (DNA Amplification Fingerprinting) and ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) markers to access the genetic variability of Croton and Chamaesyce, including a
primer selection for phylogenetic and population evaluations. For this purpose samples from four individuals of
three Croton species (C. heliotropiifolius, C. blanchetianus and C. pedicellatus) and four individuals of two
Chamaesyce species (C. hirta and C. thymifolia) were used. Considering the 29 DAF primers used for Croton, a
total of 359 polymorphic bands were generated, with a global index of genetic divergence (Dg) of
95%. Regarding Chamaesyce, 42 primers were tested, resulting in 581 amplified /oci, from which 494 were
polymorphic (global Dg 85%). The high number of polymorphisms obtained demonstrated the efficiency of
both methods to infer genetic variability in both groups. In all phenograms generated, the bootstrap values were
consistent (above 80). A coherency in the topology of taxa in both groups was observed, since inter and intra-
specific groups were separated with good support. The acquired data demonstrated the consistency of the
markers to infer genetic diversity in the genera studied, showing its potential for further evaluations including a

higher number of samples at the intra and inter-specific levels.

Keywords: Genetic variability, molecular markers, Brazilian Northeastern flora, Atlantic Rainforest, DAF,

ISSR.
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INTRODUCAO

Euphorbiaceae apresenta grande riqueza taxondmica e endemismos na regido nordeste
do Brasil. O género Croton L. € considerado um dos maiores e mais diversificados dentre as
angiospermas com cerca de 1300 espécies. Apesar da maior parte de seus representantes se
concentrarem nas Américas, o género também ocorre na Africa, na Asia e na Oceania. Nas
Américas, apresenta uma distribui¢cdo exclusivamente tropical, sendo registrado desde o sudeste
dos Estados Unidos até a Argentina, com os principais centros de diversidade no Brasil, no
Meéxico e nas Antilhas (Govaerts et al., 2001).

O género Chamaesyce Gray, por sua vez, destaca-se pela presenca de espécies pioneiras
e bioindicadoras de ambientes degradados, ocorrendo em fragmentos urbanos e periurbanos. As
plantas deste género, em geral, possuem grande plasticidade quanto a seus mecanismos de
adaptacdo a ambientes impactados, tratando-se de um grupo de ampla ocorréncia (Erasmo et
al., 2004), o que desperta o interesse de pesquisadores para o entendimento dos processos
ecoldgicos, genéticos e biossistematicos do grupo.

O elevado numero de espécies e a destacada variabilidade morfologica e de habitos
encontrada nesses grupos estdo entre os fatores que os tornam taxonomicamente complexos,
gerando sérios problemas de nomenclatura e tipificacdo. Adicionalmente, outra dificuldade para
estudos dos géneros citados, decorre da ma delimitacdo dos grupos infragenéricos. Apesar de
sua diversidade e importancia, o estudo mais recente e aceito sobre a classificacdo infragenérica
em Croton foi elaborado por Webster (1993), que reconheceu 40 secgdes.

O acesso a diversidade genética via marcadores moleculares de DNA associados a
sofisticadas ferramentas computacionais tém contribuido significativamente para o
entendimento dos processos historicos (bidticos e abiodticos) que modulam a diversificagdo
intra-especifica da biota, especificamente a diversidade populacional (Templeton, 1998; Avise

1994, 2000; Posada e Crandall 2001; Ali ef al., 2004).
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Segundo Faith (1992) ¢ Vane-Wright ef al. (1991), a diversidade filogenética compde o
indice da biodiversidade que mensura a amplitude dos caminhos evolutivos que conectam os
taxons, onde estudos de variabilidade podem indicar centros de diversidade, origem e dispersao.
Neste particular, inferéncias moleculares podem ser importantes na identificacdo de tais centros
¢ de tendéncias de dispersdo, tratando-se de ferramentas primordiais na reconstrugo
filogenética dos grupos. Para os géneros em questdo, os estudos de filogenia molecular,
incluindo fingerprinting de DNA, ainda sdo escassos, havendo necessidade de uma maior
amostragem principalmente incluindo espécies do novo mundo, regido proposta como centro de
diversificacdo do grupo (Berry, et al., 2005, Van, et al., 2000).

Em relagio aos marcadores de fingerprinting utilizados no presente trabalho, a
metodologia de DAF (DNA Amplification Fingerprinting) tem demonstrado eficiéncia em
estudos de diversidade genética, com prévia utilizacdo para avaliar a variabilidade genética em
populagdes de Ricinus communis L., revelando um elevado niimero de polimorfismos, ja em
nivel de selecdo de primers, fato confirmado na posterior analise de variabilidade de populacdes
subespontaneas (Oliveira, 2004).

Os marcadores do tipo ISSR (Infer Simple Sequence Repeats) sdo gerados a partir de
primers ancorados em regides com padrdes repetitivos, abundantes ao longo do genoma de
eucariontes, as quais evoluem rapidamente devido ao seu carater preferencialmente néo-
codificante (Fang e Roose, 1997; Esselman et al., 1999). Esses marcadores tém sido utilizados
em diversos estudos para analise de variabilidade entre linhas hibridas de plantas cultivadas, em
hibridos naturais e na detec¢do da variabilidade genética de populag¢des (Wolfe e Randle 2001;
Souza et al., 2005; Woods et al., 2005; Slotta ¢ Potter, 2006).

O objetivo da presente investigacdo foi investigar a eficiéncia dos marcadores
moleculares DAF e ISSR no acesso a variabilidade genética em representantes da familia

Euphorbiaceae (Croton e Chamaesyce), além da selegcdo qualitativa de primers candidatos para
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analises futuras envolvendo um maior espectro amostral de individuos e espécies destes

géneros, subsidiando e revelando os niveis de diversidade.

MATERIAL E METODOS

Coleta do Material Biologico

Membros de quatro populagdes de trés espécies do género Croton [C.
heliotropiifolius Kunth (CHT0201), C. blanchetianus Baill (CBT0201 e CBT0404) e C.
pedicellatus Kunth (CPD0204)] foram coletados nos Municipios de Mirandiba — PE, Porto do
Folha —SE e no Riacho dos Coqueiros, no Parque Nacional Serra de Itabaiana — SE (Tab. 1).
Representantes de Chamaesyce hirta (L.) Millsp. (CH1) e Chamaesyce thymifolia (L.) Millsp.
(CH2) foram coletados em fragmentos de mata atlantica na cidade de Recife, localizados no
entorno da Reserva Ecoldgica de Dois Irméos, em 4reas ruderais (Ilha do Bananal, Estrada dos
Passarinhos) e do campus da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), totalizando quatro
individuos distribuidos em trés populacdes (Tabela 1). Em relagdo aos individuos de Croton,
todo material coletado foi transportado para a casa de vegetacdo do Laboratorio de Genética e
Biotecnologia Vegetal (LGBV) da UFPE (Universidade Federal de Pernambuco) onde foram
mantidas sob cultivo. Para os individuos pertencentes as espécies de Chamaesyce, foram
coletadas coletadas in loco e acondicionadas diretamente a -20°C para subsequente extracdo de

DNA.

Extragdo do DNA Gendmico

Folhas jovens, frescas e livres de patogenos foram coletadas para extracdo do DNA
genomico. O isolamento foi realizado conforme o protocolo descrito por Weising et al. (2004),
com modificagdes relacionadas a propor¢do do material vegetal fresco utilizado (aprox. 1g)

para um volume de 15mL de tamp@o de extracdo, além da inclusdo de uma tnica lavagem em
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cloroformio/alcool isoamilico (CIA). A quantificacdo do DNA foi efetuada pelo método
comparativo em gel de agarose a 1,2% utilizando-se diferentes concentragdes de A-DNA como

referencial.

Geragdo de Marcadores Moleculares

A geragdo de marcadores DAF seguiu a metodologia descrita por Caetano-Anollés ef al.
(1991) com as modifica¢des introduzidas por Winter et al. (2000) e Benko-Iseppon et al.
(2003), bem como com modificagdes adicionais conforme descrito a seguir. A reagdo foi
composta por 0,5 ng de DNA, 1,5 pL 10x PCR buffer, 2,5 mM de MgCl,, 10 mM de dNTP-mix
(LGC), 20 uM de primers (decameros ou 15-meros, degenerados ou ndo; Tab. 2 e 4) e 0,2 pL
(concentracdo final de 1 U) de ‘Taqg DNA polimerase’, ajustando-se o volume final da reagéo
para 15 pL.

A reagfio de amplificagdo ocorreu em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradiente
com 2 min. de desnaturagdo inicial a 95°C, seguidos de 40 ciclos compostos de trés etapas:
desnaturagfo de 15 seg a 95°C; anelamento de 1 min. a 35°C e alongamento de 2 min. a 72°C.
Ao final dos 40 ciclos a reag@o foi completada com um alongamento final de 2 min. a 72°C. Os
produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose (1,8%), corados com
brometo de etidio (5 pL/100 mL de gel), visualizados e fotografados sob luz ultravioleta com
camera digital Sony Cybershot W5 (zoom optico de 3.0 Megapixel).

As reacdes de ISSR seguiram a metodologia descrita por Bornet e Branchard (2001),
com modifica¢des segundo Amorim (2009). O volume total da reacdo consistiu de 20 uL. com
reagentes distribuidos da seguinte forma: Concentragdo final de 5 ng do DNA gendmico para
Croton e 10 ng para Chamaesyce, 10x buffer (2 pL), 25mM MgCl, (2 pL), 10mM dNTP-mix
(1,5 pL), 50 pmol de primer (1 pL) e 5 U Tag DNA polimerase (0,15 pL). As condigdes dos

ciclos de PCR foram: desnaturagdo a 94°C por 4 min.; 35 ciclos a 94°C por 30 s; anelamento a
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52°C ¢ 52,8°C (dependendo do primer utilizado) por 45 s; 72°C por 2 min. ¢ extensdo final de 7
min. a 72°C (Tab. 3 e 5), com produtos separados e documentados a partir de gel de agarose

como descrito anteriormente.

Sele¢do de Primers

Para a sele¢@o qualitativa dos primers foram utilizadas amostras de DNA de quatro
individuos, procedentes do banco de DNA que foi antecipadamente montado em ambos os
grupos. Primeiramente, para Croton, o experimento de DAF foi montado da seguinte maneira:
CHTO0201 — amostra 1, CPD0204 — amostra 2, CBT0201 — amostra 3 ¢ CBT0404 — amostra 4.
Para o experimento de ISSR, apenas a ordem amostral foi modificada: CHT0201 — amostra 1,
CBT0201 — amostra 2 e CBT0404 — amostra 3 ¢ CPD0204 — amostra 4. Em Chamaesyce, para
ambas as metodologias, trés individuos de Chamaesyce hirta oriundas de duas populagdes
(Campus UFPE - CHIUF2 e Estrada dos Passarinhos - CHIEPS e CHI1EP6) foram utilizados,
ao passo que um espécime de Chamaesyce thymifolia da populagdo referente a Ilha do Bananal
completou o experimento. Foram utilizados 29 ¢ 17 decameros para selecio de DAF e ISSR,
respectivamente, em Croton. Por sua vez, na selego realizada no género Chamaesyce, 42 e 15
decameros para DAF e ISSR foram testados respectivamente. Embora haja diferenca no
namero de primers testados nos dois grupos analisados, muitos deles foram compartilhados nos
experimentos propostos. As sequéncias (5°-3’) encontram-se listadas nas Tab. 2 e 3, para

Croton e 4 ¢ 5 para Chamaesyce.

Analise dos polimorfismos
Analisou-se a capacidade dos primers testados em acessar a variabilidade genética dos
individuos (Tabelas 2, 3, 4 e 5) nos niveis inter e intraespecifico, gerando assim percentuais de

polimorfismos por primer de acordo com Nei (1972) nos dois grupos de analise. Assim, os géis,
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depois de fotografados, foram analisados pelo critério visual de presenga ¢ auséncia de bandas
(fragmentos de DNA) para cada tamanho (peso molecular) encontrado nos distintos iniciadores,
gerando matrizes binarias para analise fenética.

A partir das matrizes de similaridade, foram calculados os indices percentuais de
divergéncia genética (Dg%) para cada metodologia nos dois grupos de individuos de acordo
com a divisdo do numero total de /oci variantes (Ntlv) gerados, em relagdo ao numero total de
loci disponiveis (Ntl). Diante destes resultados, levou-se primeiramente em consideracdo o
numero de polimorfismos que, somados, fosse superior ou igual a 200 bandas polimoérficas. Em
seguida, observou-se a correlacdo positiva entre o numero de polimorfismos gerados com seu
respectivo percentual em relag@o ao total de /oci amplificados (Dg%).

Dados duvidosos ou bandas fracas foram designados como dados faltantes (missing
data). As matrizes geradas (DAF e ISSR) para averiguacdo da variabilidade foram alinhadas e
analisadas pelo método Neighbor-Joining (NJ, com bootstrap de 1.000 replicagdes) ajustando-
se os parametros para complete deletion ¢ p-distance, através do programa MEGA 4.1. Para
cada categoria de marcador (DAF e ISSR), dois fenogramas foram produzidos em Crofon e
para metodologia de DAF em Chamaesyce. Primeiramente, aquele oriundo das matrizes com
todos os primers empregados para averiguar a eficiéncia da metodologia e, posteriormente, um
segundo a partir da analise dos produtos dos oligonucleotideos mais informativos para cada
marcador. Todavia, para o experimento de ISSR em Chamaesyce, como nos 15 iniciadores
testados ndo houve um polimorfismo superior a 200 marcas, somente o fenograma com todos

os primers foi gerado.
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RESULTADOS

Dos 29 primers randdmicos DAF testados em Crofon, foram geradas 374 marcas, onde
359 foram polimdrficas, apresentando um indice de divergéncia genética global (Dg) de 95%.
Dos 17 primers de ISSR testados, foram originados 327 /oci, com 317 polimorficos em escala
global (Dg global de 96%). Assim, percebeu-se uma equivaléncia dos marcadores na deteccdo
da variabilidade genética nos individuos analisados.

Em Chamaesyce, dos 42 primers DAF, 581 fragmentos de DNA foram gerados e destes,
494 foram polimorficos, revelando um indice de divergéncia genética global de 85%. No
entanto, os 15 iniciadores para ISSR testados geraram 193 Joci dos quais 140 mostraram-se
divergentes, expondo um Dg global de 72%.

Os primers, de um modo geral, apresentaram elevados valores percentuais de Dg nas
duas metodologias, quando somente os dados percentuais de divergéncia foram levados em
consideragdo (Tab. 2, 3,4 ¢ 5).

Para o DAF, observou-se que, de acordo com os critérios utilizados para ordenar os
primers, o que obteve a maior correlagdo positiva entre o nimero de loci € 0 Dg em Croton foi
OPJ13, apresentando 18 bandas polimoérficas com Dg de 100%. O primer OPI-16, por sua vez,
originou cinco /oci polimorficos com Dg de 83% revelando os menores valores observados em
Croton. Os primers que apresentaram maiores € menores valores em numero de polimorfismo
em Chamaesyce foram: OPK-14 com 22 /oci gerados e Dg de 95% e R460-9 com seis loci
monomorficos gerados e nenhum indice de Divergéncia genética.

O mesmo raciocinio empregado para o marcador ISSR revelou que o primer 855
apresentou 33 /oci polimorficos com 96% de divergéncia nos individuos pertencentes ao género
Croton, enquanto que o iniciador 852 apresentou somente cinco /oci polimorficos com 71% de
divergéncia. Em Chamaesyce o primer 855 também apresentou maior polimorfismo entre os

testados, embora com um menor numero de marcas geradas (18) com Divergéncia genética de
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100% dos loci gerados. O decamero 864 apresentou menores valores de loci ¢ de divergéncia
(13 e 0% respectivamente).

Em todos os fenogramas gerados, os valores de bootstrap indicaram grupamentos
consistentes (valores acima de 80; Figs. 1 e 2). Adicionalmente, foi observada uma separagéo
interespecifica e um agrupamento intra-especifico em todo o universo amostral analisado. Os
individuos da espécie C. blanchetianus agruparam-se em todas as esferas analiticas (DAF e
ISSR). Na metodologia de DAF, a espécie C. heliotropiifolius ocupou um ramo mais basal
enquanto que no marcador do tipo ISSR esta se mostrou em um ramo mais proximo da espécie
C. pedicellatus. Entretanto no caso da andlise de DAF desta ultima espécie houve maior
correlacdo com C. blanchetianus. Do mesmo modo, para Chamaesyce, em todos fenogramas
gerados, a espécie C. thymifolia ocupou um ramo mais basal, havendo neste caso também um
agrupamento intra-especifico e intra-populacional, ao lado de uma separagio interespecifica,

com boa sustentagdo, nas duas metodologias.

DISCUSSAO

O elevado niimero de /oci polimorficos acessados nas espécies amostradas dos géneros
estudados evidenciou a eficiéncia da metodologia de DAF em inferir indices de variabilidade
genética nos individuos analisados. Este fato também foi observado no trabalho realizado por
Simon et al. (2007), onde foram geradas 212 marcas polimoérficas em acessos de Vigna,
revelando uma elevada consisténcia na estimativa da diversidade genética dos diferentes
acessos. Outro trabalho relevante com fingerprinting foi conduzido por Morden & Gregoritza
(2005) que utilizaram a metodologia de RAPD associada ao sequenciamento da regido de ITS
do DNAr. Estes autores investigaram a filogenia de duas popula¢des de Chamaesyce
skottsbergii var. skottsbergii encontrando 340 loci polimoérficos (numa taxa de 20-46 loci por

primer) tanto intra como interpopulacional. Os dados obtidos apresentam congruéncia com o
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presente trabalho, onde 329 ¢ 494 bandas polimorficas foram geradas em Croton ¢
Chamaesyce.

O marcador ISSR também se mostrou, ao longo dos estudos, relevante na detec¢do da
diversidade genética em plantas. Vijayan ef al. (2004) analisaram cinco espécies de amora
(Morus sp.) da Asia utilizando 15 primers, o que permitiu a obten¢do de 150 fragmentos
polimérficos. Pinangé (2009) e Cruz (2009), analisando respectivamente individuos das
espécies Xylopia frutescens (Annonaceae) ¢ Miconia prasina (Melastomataceae), aplicaram
cinco primers de ISSR e evidenciaram elevados numeros de polimorfismos (126 ¢ 71
respectivamente). Este marcador mostrou-se bem superior também no presente experimento
visto que 324 e 140 bandas polimorficas foram geradas, o que foi suportado pelos trabalhos
anteriores. Nas duas metodologias (DAF e ISSR), portanto, percebeu-se que os individuos de
Croton mostraram-se significativamente mais variaveis (em niveis de Dg global) quando
comparados aos dados de Chamaesyce, indicando possivelmente, que tal grupo apresente
maiores niveis de variabilidade genética.

Em relacdo aos primers testados que foram compartilhados em ambos os géneros para
as duas metodologias, percebeu-se que elevados niveis de variabilidade genética foram
produzidos, havendo muitas vezes concordancia destes em inferir diversidade nos dois grupos.
Para o DAF, nos individuos de Croton, foi observado que os oligonucleotideos que alcangaram
maiores e menores valores percentuais de divergéncia foram OPJ-13 e OPI-16,
respectivamente. Comparativamente, em Chamaesyce, o primeiro iniciador citado obteve um
menor numero de /oci gerados (12), apesar de apresentar um Dg elevado (100%), enquanto que
o segundo se mostrou bastante divergente com 17 /oci gerados e Dg de 100%. Apesar de ser
considerado o menor em Crofon, OPI-16 ainda demonstrou um grande potencial de
variabilidade (83%), confirmando as afirmagdes acima. Para o ISSR, nos individuos de Croton

e Chamaesyce, o primer 855 demonstrou o maior valor de Dg global, bem como maior nimero
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de fragmentos amplificados em ambos os taxons. Portanto, esses iniciadores, possivelmente,
sdo bastante polimorficos para Euphorbiaceae o que pode direcionar seu uso em estudos futuros
com outros géneros desta familia.

A selecdo prévia de oligonucleotideos configura-se como uma etapa crucial antes do
inicio de analises de similaridade e variabilidade genética de espécies vegetais, onde diversos
acessos devem ser analisados apds esta etapa. Para exemplificar tal importancia, investigando a
diversidade genética no género Vigna, Simon (2002) realizou estudo analogo selecionando 262
primers com a metodologia de DAF e 25 pares na metodologia de SMTS. Analogamente ao
presente trabalho, foram selecionados quatro acessos de duas espécies (V. angularis e V.
unguiculata) onde foram geradas 2.967 bandas polimérficas. Destas, 2.779 foram referentes a
metodologia de DAF. Estes dados demonstram a importancia da selecdo de primers,
potencializando a obten¢do um elevado niimero de polimorfismos a partir de um niimero menor
de reagdes, assim como os dados apresentados no presente estudo, que apresentam consideravel
beneficio para analises com maior numero de populagdes e espécies de Croton ¢ Chamaesyce.
Vale ressaltar ainda que esta analise possibilitou ndo s6 a selegdo daqueles potencialmente
polimorficos, mas também um estudo qualitativo de como os oligos atuam no genoma. Esta
classificagdo de primers ¢ bastante interessante em casos onde o polimorfismo é extremo.
Portanto, quanto maior o numero de iniciadores testados, melhor direcionada e mais
significativa sera a analise de fingerprinting.

No que concerne aos critérios utilizados para selecdo dos primers, as correlagdes citadas
parecem garantir uma boa sustentagdo quando os primers selecionados foram aplicados.
Amorim et al. (2006), utilizando a mesma metodologia aplicada no presente trabalho (DAF),
encontrou 90 bandas polimorficas para acessos de Vigna, obtendo uma boa separagdo e
sustentacdo na topologia dos dendrogramas. Telles et al. (2001) por sua vez, afirma que para se

ter uma boa robustez estatistica, deve-se alcangar um minimo de 60 /oci polimorficos. Assim de
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acordo com o nimero de fragmentos gerados, ha previsdo de boa sustentag¢do analitica quando
aplicados os iniciadores selecionados no presente trabalho.

Mediante os resultados fenéticos obtidos, observou-se que houve uma coeréncia na
topologia dos taxons, uma vez que os individuos pertencentes a mesma espécie (C.
blanchetianus — CBT) agruparam-se com valores 6timos de bootstrap. Foi demonstrado,
portanto, que tanto nos niveis de variabilidade quanto fenéticos os marcadores provaram ser
informativos. Adicionalmente, no presente trabalho, houve uma maior sustenta¢do nos valores
de bootstrap principalmente em relacdo aos dados referentes ao DAF (boostrap igual a 100). Os
dois fenogramas gerados para cada marcador revelaram que tanto a técnica quanto os primers
selecionados mostraram-se promissores para analises futuras no referido grupo.

Em Chamaesyce, os resultados mostraram-se coerentes com os de Crofon, visto que,
foram reveladas topologias esperadas em relacdo aos niveis analisados no fenograma. Foi
observado também agrupamento intra-populacional e separag¢do nos niveis inter-populacional e
inter-especifico, mesmo no de ISSR onde, mesmo revelando um valor inferior ao objetivo pré-
estabelecido (200), a consisténcia foi significativa.

Os dados obtidos apontam para a eficiéncia das metodologias de DAF e ISSR na
caracterizacdo de populagdes e espécies estudadas. Por se tratar de um estudo preliminar,
visando avaliar preliminarmente a eficiéncia destes marcadores, faz-se necessaria sua
continuidade em abordagens mais avangadas, incluindo, ndo s6 um maior numero de espécies e
populacdes dos grupos aqui analisados, como também em outros representantes da familia

Euphorbiaceae.
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Tabela 01: Individuos utilizados no experimento da sele¢do de primers dos marcadores DAF e ISSR em Croton

e Chamaesyce. Identificagdo das respectivas espécies, bem como a indicag@o dos locais de coleta e nome do

coletor. Legenda das abreviagoes: PE — Pernambuco, SE — Sergipe, PNSI — Parque Nacional Serra de Itabaiana

Identificacio Espécie Local Coletor
CHTO0201 Croton heliotropiifolius Kunth. Vertentes - Mirandiba-PE M.F.A.Lucena
CPD0204 Croton pedicellatus Kunth. Riacho dos Coqueiros-PNSI-SE M.F.A.Lucena
CBT0201 Croton blanchetianus Baill. Vertentes - Mirandiba-PE M.F.A.Lucena
CBT0404 Croton blanchetianus Baill. Porto do Folha-SE M.F.A.Lucena
CHI1UF2 Chamaesyce hirta (L.) Mills. Campus (UFPE) — Recife — PE D.S.B.Pinangé
CHIEP5 Chamaesyce hirta (L.) Mills. Estrada dos Passarinhos — Recife — PE ~ D.S.B.Pinangé
CHI1EP6 Chamaesyce hirta (L.) Mills. Estrada dos Passarinhos — Recife - PE ~ D.S.B.Pinangé
CH2IB6 Chamaesyce thymifolia (L.) Mills. Ilha do Bananal — Recife — PE D.S.B.Pinangé
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Tabela 02: Relagdo dos 29 primers DAF utilizados no processo de sele¢do em Croton, com
respectivas sequéncias, quantidade de bandas polimodrficas entre os niveis inter e intraespecifico, bem
como o percentual de Divergéncia genética (Dg). Destaque para o conjunto de primers que

totalizaram 200 marcas polimérficas.

Primer Sequéncia Polimorfismo por niveis

Nome 5>3 Interespecifico  Intraespecifico Total %Dg

U-15 ACGGGCCAGT 11 09 12 100
OPN-5 ACTGAACGCC 12 02 12 100
A-12 TCGGCGATAG 11 08 11 100
A-19 CAAACGTCGG 10 02 11 100
A-10 GTGATCGCAG 10 03 10 90,91
OPN-11 TCGCCGCAAA 10 02 10 90,91
15-16A  GAACCTACGGTGAAG 09 0 9 75
15-16D  GAACCTACGGTAAGG 07 02 8 100
A-17 GACCGCTTGT 08 01 8 100
P-08 ACATCGCCCA 08 02 8 80
OPN-6 GAGACGKK 08 0 8 80
OPL-5 ACGCAGGCAC 08 02 8 88,89
R169-9 CGTCGTTACC 07 02 7 58,33
OPN-7 GTCCATGCCA 07 0 7 87,5
OPI-16 CCACACTACC 05 01 5 83,33

Total 329 102 359




Tabela 03: Relagdo dos 17 primers ISSR utilizados no processo de selecdo em Croton, com
respectivas sequéncias, quantidade de bandas polimoérficas entre os niveis inter e intraespecifico,

bem como o percentual de Divergéncia genética (Dg). Destaque para o conjunto de primers que

totalizaram 200 marcas polimorficas.

Primer

Sequéncia

Polimorfismo por niveis

Nome

523

Interespecifico

Intraespecifico

Total

% Dg

846 (CA)RT 20 04 21 95
827 (AC)G 17 10 19 89
853 (TC);TCRT 19 11 19 100
858 (TG)sRT 16 08 16 100
830 (TG)G 14 08 14 100
864 (ATG)s 13 04 13 100
856 (AC)YA 12 09 12 100
828 (TG)sA 11 07 11 100
844 (CT)RC 09 04 10 90
852 (TC)sRA 05 03 07 71
Total 317 130 327
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Tabela 04: Relagdo dos 42 primers DAF utilizados no processo de selecdo em Chamaesyce, com respectivas

sequéncias, quantidade de bandas polimdrficas entre os niveis inter e intraespecifico, bem como o percentual de

Divergéncia genética (Dg). Destaque para o conjunto de primers que totalizaram 200 marcas polimorficas.

Primer Sequéncia Polimorfismos por niveis
Nome 5'—-3 Interespecifico  Intraespecifico ~ Loci polimérficos Total de loci %Dg
OPK-14 CCCGCTACAC 21 14 21 22 95%
OPI-1 ACCTGGACAC 20 7 20 23 87%
OPN-6 GAGACGCACA 19 9 19 21 90%
15_12 AGGTCTTGGGTAGGC 19 11 19 22 86%
U03-1 CTATGCCGAC 19 13 19 22 86%
OPN-5 ACTGAACGCC 19 9 19 25 76%
R160-5 GTCCTCAACG 18 13 18 18 100%
OPN-11 TCGCCGCAAA 18 16 18 19 95%
OPK-4 CCGCCCAAAC 18 5 18 19 95%
N-16 AAGCGACCTG 18 8 18 23 78%
OPI-16 TCTCCGCCCT 17 9 17 17 100%
OPL-5 ACGCAGGCAC 17 12 17 24 71%
G-12 CAGCTCACGA 14 3 14 14 100%
A-12 TCGGCGATAG 14 6 14 15 93%
N-17 CATTGGGGAG 14 5 14 20 70%
P15-1 GGAAGCCAAC 13 6 13 14 93%
OPJ-13 CCACACTACC 12 4 12 12 100%
R160-9 CGTCGTTACC 12 8 12 13 92%
OPA-4 AATCGGGCTG 12 9 12 13 92%
DIII GCGATAGCAGA 12 10 12 13 92%
R370-9 CGCACTCGTC 12 5 12 13 92%
15-13 AGGTCTTGGGTAAGG 11 7 11 12 92%
R470-10 GACCGACACG 10 5 10 10 100%
OPJ-16 TCTCCGCCCT 10 3 10 10 100%
A-03 AGTCAGCCAC 10 10 10 11 91%
A-11 CAATCGCCGT 10 4 10 11 91%
OPE-6 AAGACCCCTC 10 6 10 13 77%
Q-17 GAAGCCCTTG 10 5 10 15 67%
OPK-2 GTCTCCGCAA 9 5 9 9 100%
R260-10 GACCGACACG 9 6 9 10 90%
H-03 AGACGTCCAC 9 8 9 12 75%
H-18 GAATCGGCCA 8 2 8 10 80%
N-04 GACCGACCCA 8 1 8 19 42%
G-18 GGACTGCAGA 7 5 7 7 100%
A-18 AGGTGACCGT 7 5 7 7 100%
OPD-7 TTGGCACGGG 5 3 5 5 100%
E-12 TTATCGCCCC 5 5 5 5 100%
OPG-5 CTGAGACGGA 5 4 5 7 71%
AIV GCGAAAGCCAA 5 5 5 8 63%
OPI-5 TGTTCCACGG 4 3 4 7 57%
OPM-6X CTGGGCAACT 3 1 3 4 75%
OPL-14 GTGACAGGCT 1 0 1 1 100%
R460-2 GCAGGATACG 0 6 0 6 0%

Total 494 281 494 581
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Tabela 05: Relagdo dos 15 primers ISSR utilizados no processo de selecdo em Chamaesyce, com respectivas

sequéncias, quantidade de bandas polimorficas entre os niveis inter e intra-especifico, bem como o percentual de

Divergéncia genética (Dg).

Primer Sequéncia Polimorfismos por niveis

Nome 5'—3 Interespecifico Intraespecifico Loci polimérficos Total de loci %Dg
855 (AC)YT 18 13 18 18 100%
844 (CT)sRC 17 11 17 18 94%
818 (CA)G 16 11 16 18 89%
878 (GGAT), 15 7 15 18 83%
827 (AC)G 13 6 13 17 76%
808 (AG)sC 10 1 10 12 83%
860 (TG)sRA 9 1 9 9 100%
858 (TG)sRT 8 3 8 9 89%
811 (AC)YG 8 3 8 11 73%
846 (CA)RT 7 3 7 7 100%
828 (TG)A 7 4 7 7 100%
887 DVD(TC), 7 5 7 10 70%
830 (TG)sG 5 3 5 8 63%
856 (AC)YA 0 6 0 18 0%
864 (ATG)s 0 2 0 13 0%

Total 140 79 140 193




112

A
100 | 3-CBT0201
| 4-CBT0404
2-CPD0204
1-CHT0201
—
DAF 0.05
B 100 | 3-CBT020A
! 4-CBT0404
2-CPD0204
1-CHT0201
—
0.05
C
1-CHT0201
4-CPD0204
2-CBT0201
97 3-CBT0404
ISSR D —
0.05
82 2-CBT0201
| I 3-CBT0404
| 1-CHTO020A
4-CPD0204
—

\ 0.05

Figura 01: Fenogramas gerados a partir da analise das reacdes de DAF e ISSR pelo método de
Neighbor-Joining no género Croton. A — Arvore gerada utilizando todos os primers DAF do
experimento (29); B — Arvore gerada somente com os 14 primers DAF selecionados apos
analise dos niveis de polimorfismos; C — Fenograma oriundo a partir da utilizagdo de todos os
primers ISSR (17) e D — Arvore produzida utilizando somente os 7 primers selecionados apos
andlises. CHT0201 — C. heliotropifolius, CPD0204 — C. pedicellatuspedicellatus, CBT0201 e
CBT0404 — C. blanchetianus. Nimeros na base dos ramos dos fenogramas indicam valores de

bootstrap.



100 CH1EP6
A
[ CH1EP5
CH1UF2
CH2IB6
P—
0.05
DAF
B 100 CH1EP6
CH1EP5
CH1UF2
CH2IB6
\ —
0.05
94 CH1EP6
C
CH1EP5
ISSR CH1UF2
CH2IB6
—
0.05

Figura 02: Fenogramas gerados a partir da analise das reagdes de DAF e ISSR em Chamaesyce

pelo método de Neighbor-Joining. A — Arvore gerada utilizando todos os primers DAF do

experimento (43); B — Arvore gerada somente com os 11 primers DAF selecionados apos

analise dos niveis de polimorfismos; C — Fenograma oriundo a partir da utilizagdo de todos os

primers ISSR (15). CH1UF2, CHIEPS e CHI1EP6 — C. hirta, Populagio Campus UFPE e

Populagdo Estrada dos Passarinhos, respectivamente CH2IB6 — C. thymifolia, populagdo Ilha

do Bananal. Numeros na base dos ramos dos fenogramas indicam valores de bootstrap.
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CAPITULO 4

Resultados Preliminares

Diversidade genética em espécies brasileiras de Croton
(Euphorbiaceae) revelada por DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Genetic Diversity in Brazilian Croton (Euphorbiaceae) species revealed by DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) and ISSR (/nter Simple Sequence Repeats)

Manuscrito em Preparagao
(versdo preliminar)
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Resumo

O género Croton (Euphorbiaceae) inclui cerca de 1.300 espécies, apresentando distribuicio
pantropical, com expressiva diversidade no dominio Mata Atlantica, onde ocupa areas costeiras,
rupestres e semi-aridas. Analises de fingerprinting de DNA como as geradas pelos marcadores
DAF e ISSR sdo uteis na geracdo de polimorfismos em nivel intra e interespecifico, os quais
sdo muito informativos em analises de diversidade genética. No presente trabalho cinco primers
de DAF e seis de ISSR foram testados em de individuos de 40 acessos de 27 espécies de
Croton, comparadas a representantes de Jatropha (3 spp.) usados como grupo-irmao. Foram
gerados ao todo 394 marcadores, dentre os quais foram identificados polimorfismos (208 para
DAF ¢ 186 para ISSR) incluidos na matriz de dados para a geragdo de uma arvore filogenética
baseada em inferéncia Bayesiana e maxima verossimilhanca. Apesar do grande nimero de loci
polimérficos e da presenca de alguns clados em nivel intraespecifico, muitas entidades
taxondmicas apresentaram-se em posi¢cdes politdmicas, indicando a necessidade de agregacdo
de dados adicionais para melhor embasamento da analise. Apesar da reconhecida variabilidade
morfoldgica do género, os resultados obtidos foram surpreendentes, uma vez que decorreram de
clevadas taxas de divergéncia genética, ao contrario do que ocorre com a maioria das

angiospermas nativas previamente analisadas por métodos semelhantes.

Palavras chave: Croton, Jatropha, Marcadores Moleculares, Mata Atlantica.
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Introduciao

O género Croton L. é o segundo maior e mais diverso da familia Euphorbiaceae s.s. ¢
pertence a subfamilia Crotonoideae, que consiste de cerca de 2400 espécies agrupadas em 67
géneros e 12 tribos (WEBSTER 1994). Segundo Lima e Pirani (2008) Croton conta com mais
da metade das espécies da subfamilia (cerca de 1.300), que apresentam distribui¢do pantropical,
seguido, em representividade, por Jatropha (185 espécies) e Manihot (=100 espécies). Os
autores enfatizam que Crofon ¢ um bom exemplo de “género problema” — grande e
taxonomicamente complexo, sendo por isso negligenciado pelos taxonomistas, em favor de
géneros menores ¢ mais claramente delimitados. Para muitos botanicos e ecologos este grupo
tem sido uma incdgnita taxondmica.

Burger e Huft (1995) postularam que a consideravel variacdo no tamanho e forma das
folhas, pubescéncia, inflorescéncia e morfologia floral sdo os fatores que podem tornar a
circunscri¢do taxonOmica de espécies bastante dificil. Alguns dos caracteres que contribuem
para a diversidade de Croton oferecem oportunidades promissoras de pesquisa quando
acoplados a estudos filogenéticos que incluem, por exemplo, um rico arranjo de nectarios
extraflorais que desenvolvem um papel importante na interacio com formigas (JOSE e
INAMDAR 1989).

Uma andlise filogenética realizada por Berry et al. (2005), utilizando dados
moleculares das regides ITS do DNA nuclear ribossomal e do fragmento trnL-F do DNA
plastidial, demonstrou que Croton, como circunscrito por Webster (1993; 1994), ndo é um
taxon monofilético, mostrando a necessidade de uma reavaliacdo da classificagdo infragenérica
do género, pois as se¢des apresentadas por Webster (1993) ndo se mostraram monofiléticas em
sua maioria.

Com exce¢do do estudo de Berry et al. (2005) que inclui poucos representantes
neotropicais, a maioria dos estudos relacionados aos géneros da familia Euphorbiaceac bem
como o género Croton, restringem-se principalmente a pesquisas taxondmicas e morfologicas.
Entretanto existe ainda uma grande caréncia em estudos genéticos mais amplos neste género,
incluindo analises populacionais, abordagem na qual marcadores de DNA podem elucidar
diversos questionamentos.

O marcador molecular DAF (DNA Amplification Fingerprinting) tem sido amplamente
utilizado na analise de diversidade em vegetais, principalmente por apresentar um potencial na
geracdo de polimorfismos (SIMON et al., 2007), sendo também utilizado em estudos de

mapeamento genético, possuindo uma boa reprodutibilidade quando comparado ao RAPD
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(Random Amplified Polymorphic DNA) (WINTER et al., 2000; BENKO-ISEPPON et al.,
2003). A técnica baseia-se na utilizagdo de primers (iniciadores) aleatorios em uma maior
concentragdo em relagdo a uma menor quantidade de DNA molde, uma das caracteristicas
principais que a diferencia do RAPD (CAETANO-ANOLLES ef al., 1991a, b; SIMON et AL.,
2007).

A técnica de ISSR também apresenta similaridades com o RAPD, uma vez que ndo
requer conhecimento prévio da sequéncia-alvo, sendo considerada mais reprodutivel devido ao
uso de primers mais longos (16—25meros) desenhados de modo a anelar-se a sequéncias com
padrdes de microssatélites, permitindo o uso subsequente de temperaturas de anelamento mais
altas (45-60°C), decorrendo em maior estringéncia (REDDY et al. 2002).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de 40 acessos
selecionados entre 27 espécies do género Croton (usando representantes de Jatropha como
grupo irméo), através de marcadores DAF e ISSR, avaliando a relacdo genética entre os taxa e

populacdes estudados.

Materiais e Métodos

Uma lista das populacdes e espécies do género Croton analisadas encontra-se
apresentada na Tabela 1. Foram coletadas espécies de Crofon oriundas da flora nordestina,
compreendendo localidades dos Estados de Pernambuco, Sergipe, Ceara, Bahia e Paraiba,
regides estas, caracterizadas como vegetacdes tipicas do semi-arido. Alguns exemplares de
outras localidades cultivados no Jardim Botanico da Universidade Johann Wolfgang Goethe —
Frankfurt, Alemanha, também foram avaliados (Tabela 1). A identificagdo taxondmica foi
realizada em parceria com o Laboratorio de Morfo-Taxonomia Vegetal da Universidade
Federal de Pernambuco pelos pesquisadores Maria de Fatima Araujo e Bruno Amorim.

Excicatas foram produzidas para todo material coletado, sendo depositadas no herbario
UFP, tendo sido a maioria das espécies também mantida sob cultivo na casa de vegetacdo do
Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV) da UFPE (Universidade Federal de
Pernambuco).

A extragdo do DNA genomico seguiu o descrito por Weising et al. (2004), com ajustes
de acordo com o apresentado em Lira-Neto et al. (in prep., Capitulo 3). A qualificacdo e
quantificagdo do DNA foram realizadas pelo método comparativo em gel de agarose a 1,2%

corado com brometo de etidio e via espectrofotometro Biophotometer Plus da Eppendorf.
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Mediante os resultados da quantificacdo, uma precipitacdo seletiva de polissacarideos foi
desempenhada, segundo Michaels ef al. (1994), em todo universo amostral.

A amplifica¢do dos fragmentos de DNA do tipo DAF, seguiu Caetano-Anollés et al.
(1991a) com as modifica¢des introduzidas por Winter et al. (2000) e Benko-Iseppon et al.
(2003), assim como descrito em Lira-Neto et al. (in prep., Capitulo 4).

A geracdo dos marcadores ISSR seguiu os procedimentos descritos por Bornet e
Branchard (2001) com modifica¢des de Amorim et al., 2009 (comunicagio pessoal) e ajustes na
quantidade de DNA, principalmente no que diz respeito a quantidade de DNA, visto que
concentragio de 5 ng por reacdo mostrou-se mais eficiente.

Foram aplicados cinco iniciadores do tipo DAF (N-17, N-04, R160-9, OPN-6 ¢ OPL-
5) e seis para o marcador do tipo ISSR (808, 818, 855, 864, 887 e 860). Os fragmentos
provenientes das amplificagdes foram visualizados e anotados inicialmente numa matriz binaria
de presenca e auséncia de bandas, considerando-se seu peso molecular. Posteriormente as
matrizes de DAF e ISSR foram agrupadas e adequadas para andlise de inferéncias bayesianas
através do programa Mr. Bayes, segundo Huelsenbeck e Ronquist (2001). Essas inferéncias
foram realizadas usando 10.800.000 geragdes em duas réplicas, cujo parametro (temperaturas)
foi estabelecido em 0,5 e as frequéncias de amostragem situadas em 100. Outro pardmetro
utilizado foi burn in de 50.000. A priori, foram estabelecidas restri¢des topoldgicas indicando

que individuos da mesma espécie deveriam permanecer 100% juntos nas topologias posteriores.

Resultados e Discussio

A andlise dos polimorfismos gerados indicou, para esses marcadores, 100% de
polimorfismo em todos os primers bem como um elevado numero de loci gerados: 186 para os
seis primers de ISSR e 208 para os cinco primers de DAF (Figs. 1 e 2). Neste caso, tal situacdo
dificultou bastante a analise de similaridade, uma vez que se faz necessaria a presenca de loci
capazes de consolidar agrupamentos de espécies. Em casos como o observado aqui, as
construgcdes das arvores baseadas em bootstrap perdem em significancia estatistica ndo sendo
capazes de sustentar as tentativas de clados gerados. Entende-se, entdo, que os dois extremos
analiticos devem ser evitados: a falta de variabilidade e o excesso dela, prioritariamente quando
se tenta reconstruir as relagdes evolutivas do grupo de estudo.

No dendrograma gerado, os Unicos agrupamentos observados foram intraespecificos e,
mesmo assim, ocorreram devido a pardmetros estabelecidos no método utilizado pelo

programa, na tentativa de melhorar as relagdes interespecificas das espécies amostradas.
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Contudo, essas relacdes ndo puderam ser estabelecidas devido ao grande ntimero de politomias
observadas (Fig. 3).

Deste modo, se faz necessario o aumento do nimero de primers aplicados no
experimento nas duas técnicas, de forma a tentar saturar as matrizes de similaridade em numero
de loci gerados. Assim, almeja-se que quanto maior o nimero de fragmentos de DNA
analisados, maior sera a significancia, melhorando as correla¢des encontradas.

O experimento compreendeu espécies pertencentes a diferentes localidades do
Nordeste, com espécies procedentes da Chapada Diamantina, na Bahia, no interior de
Pernambuco e Parque Nacional Serra de Itabaiana em Sergipe, incluindo vdrias sec¢des de
Croton. Deste modo, diferentes formagdes vegetacionais, climaticas e geologicas atuam
intrinsecamente na modulagdo das espécies e populagdes deste género.

Diante do exposto, no género Croton, as analises de fingerprinting, parecem ser mais
uteis em investigacdes de menores niveis (intraespecifico). Assim sendo, a partir do aumento de
informagdes acerca do genoma do grupo, seja sob o ponto de vista de aumento de iniciadores
testados previamente na seleg¢@o ou utilizagdo de outros marcadores que acessem outras regides
de DNA, possivelmente havera um maior suporte nas investigacdes em nivel genérico.

Adicionalmente, estes resultados apontam a necessidade para um aprofundamento
analitico em niveis populacional e filogeografico no grupo, bastante representativo na regido
Nordeste, para que se entenda como as populagdes se adaptam e se estruturam aos ambientes.
Mediante tais analises, dados histéricos de fluxo génico entre individuos poderéo ser elucidados
e agregados aos dados biogeograficos, podendo subsidiar futuros estudos evolutivos.

Apesar do ineditismo do presente trabalho, so necessarios estudos mais aprofundados
envolvendo, além de um maior nuimero de marcadores, a geracdo de sequéncias
filogeneticamente informativas para tdxons neotropicais, bem como sua associacdo a caracteres
morfoldgicos importantes para um melhor entendimento da evolugdo e das relagdes entre os

membros deste género, incluindo questdes biogeograficas.
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Tabela 1: Individuos utilizados no experimento dos marcadores DAF e ISSR em Croton.
Identificacdo das respectivas espécies do género estudado, bem como a indicacdo dos locais de
coleta e nome do coletor. Todas as coletas sem indicagdo de pais foram coletadas em territorio
nacional. Legenda das Abreviagdes: PNSI = Parque Nacional da Serra de Itabaiana. AMBI:
Coletor Ana Maria Benko-Iseppon e cols.; MFA: Maria de Fatima Aratjo Lucena; LPF:

Leonardo Pessoa Felix.

Espécie Local de Coleta Coletor Sigla
Croton pediscelatus Kunth Brumado - BA AMBI 1496 CPDBAS3
PNSI-SE MFA CPDSE42
Croton lundianus (Didr.) Miill. Arg. PNSI-SE MFA CLDSE
Croton adenocalyx Baill. PNSI-SE MFA CADSE
Croton selowii Baill. PNSI-SE MFA CSLSE
Croton rhaminifolioide Pax & K. Hoffm Mirandiba-PE MFA CRHPE25
Catolés - BA AMBI 1493a CRHBA29
Mirandiba-PE MFA CRHPE34
Catolés - BA AMBI 1494 CRHBA24
Croton heliotropiifolius Kunth. Mirandiba-PE MFA CHTPE20
Erico Cardoso - BA AMBI 1460 CHTBAS54
Mirandiba-PE MFA CHTPE44
Croton blanchetianus Baill. Porto do Folha-SE MFA CBTPE31
Mirandiba-PE MFA CBTPE33
Croton urticifolius Lam. Areia-PB LPF 11472 CUTPB17
Catolés - BA AMBI 1487 CUTBAI12
Croton jacobinensis Baill. Crato - CE LPF 11766 CJBCE
Croton grewioides Baill. Mirandiba-PE MFA CGWPE
Croton muscicapa Mull. Arg. Rio de Contas - BA AMBI 1425 CMCBA
Croton campestris A.St.-Hil. Rio de Contas - BA AMBI 1469 CCPBA09
Rio de Contas - BA AMBI 1449 CCPBA14
Croton betulaster Miill. Arg. Rio de Contas - BA AMBI 1434 CBLBAO03
Rio de Contas - BA AMBI 1476 CBLBA46
Croton tricolor Klotzsch ex Baill. Catolés - BA AMBI 1488 CTQBA
Croton adamantinus Miill. Arg. Rio de Contas - BA AMBI 1468 CAMBALS
Andarai-BA AMBI 1528 CAMBA32
Croton pycnademius Miill. Arg. Caetité-BA AMBI 1510 CPNBA
Croton lobatus L. Rio de Contas - BA AMBI 1481 CLBBA21
Andarai-BA AMBI 1527b CLBBASS
Croton klotzschii (Didr.) Mill. Arg. Andarai-BA AMBI 1527a CKTBA
Croton sp. 01 Caetité-BA AMBI 1507 CspBA16
Croton sp. 03 Rio de Contas - BA AMBI 1442 CspBA30
Croton sp. 04 Rio de Contas - BA AMBI 1427 CspBA28
Croton schultesii Miill. Arg. Rio de Contas - BA AMBI 1445 CSCBA
Croton echioides Baill. Erico Cardoso - BA AMBI 1461 CECBA
Croton grandulosus L. Catolés - BA AMBI 1485 CGDBAA45
PNSI-SE MFA CGDSE49
PNSI-SE MFA CGDSES1
Croton pretissimum Alemanha, BG-UJIWG AMBI CPTEUPA38
Croton triqueter Lam. Igatu-BA AMBI 1534 CTCBA22
Jatropha multifica L. Alemanha, BG-UJIWG AMBI JEUPA39
Jatropha gossypifolia L. Alemanha, BG-UIWG AMBI JEUPAS2
Jatropha moranii L. Alemanha, BG-UJIWG AMBI JEUPA47
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Figura 01: Fragmentos amplificados em Crofon a partir da reagdo de DAF com o primer N-17, apos eletroforese em
gel de agarose, 1,8%. M: DNA padrio de 100 pb.

Figura 02: Fragmentos amplificados em Croton a partir da reagdo de ISSR com o primer 887, apds eletroforese em gel de
agarose, 1,8%. M: DNA padréo de 100 pb.
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Figura 3: Analise Bayesiana a partir de marcadores DAF e ISSR em 40 individuos pertencentes a
21 espécies do género Croton. PE: Pernambuco; BA: Bahia; SE: Sergipe; CE: Ceara. Numeros na
base do clado indicam valores de bootstrap. Espécies associadas as siglas indicativas das espécies
encontram-se especificadas na Tabela 1.



126

CONCLUSOES

e Apesar de pertencerem a segdes distintas e possuirem grandes diferencas
morfoldgicas, cinco das seis espécies estudadas citogeneticamente
demonstraram relativa conservagdo cariomorfologica, com exceg¢do de C.
lobatus (se¢do Astraea);

e Com excecdo de C. lobatus as espécies de Croton apresentaram uma aparente
pobreza de heterocromatina constitutiva, estando esta categoria de sequéncia
associada as RONs nas espécies analisadas;

e Os resultados obtidos indicam que estudos citogenéticos, como os aqui
reportados, em outros representantes da secdo Astraea, contribuirdo na discussio
da sua elevag@o, ou néo, ao nivel de género;

e Durante a selecdo de primers para DAF e ISSR em Croton e Chamaesyce o
elevado numero de polimorfismos acessados e a consisténcia dos fenogramas
gerados evidenciaram a eficiéncia das metodologias em inferir indices de
variabilidade genética;

¢ O surpreendente numero de loci polimdrficos, gerados na aplicacdo dos primers
de DAF e ISSR no banco da Crofon, confirma observacdes de outras abordagens
que refletem altissima diversidade, refletida no posicionamento politomico de
muitas entidades taxondmicas, indicando a necessidade de agregacdo de dados
adicionais para melhor embasamento da analise.
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numerals. Each column must have a title in the box
head. Footnotes typed directly below the table
should be indicated in lowercase superscript
numbers.

h) Figures must be numbered consecutively in
Arabic numerals. Legends should be typed on a
separate sheet. Images should be in TIFF or JPEG
format and provided in separate files. Figures in
Word format cannot be published. Journal quality
reproduction will require grayscale and color at

resolution yielding 300 dpi. Authors should submit



bitmapped line art at resolution yielding 600-1200
dpi. These resolutions refer to the output size of the
file; if it is anticipated that images will be enlarged
or reduced, the resolutions should be adjusted
accordingly. Scanned figures should not be
submitted. Identify each illustration by affixing on
the back a label containing: the number of the
figure, the name of the first author and an arrow
indicating top of illustration. Identify each
illustration by the first author name and the number
of the respective figure. Color illustration can be
accepted, but authors may be asked to defray the
cost.

i) Nomenclature should adhere to current
international standards.

j) Sequences may appear in text or in figure. DNA,
RNA and protein sequences equal to or greater than
50 units must be entered into public databases. The
accession number must be provided and released to
the general public together with publication of the
article. Long sequences requiring more than two
pages to reproduce will not be published unless the
Editorial decision is that the publication is
necessary. Complete mtDNA sequence will not be
published.

k) Data access: reference should be made to
availability of detailed data and materials used for
reported studies.

) Ethical issues: Reports of experiments on live
vertebrates must include a brief statement that the
institutional review board approved the work and
the protocol number must be provided. For
experiments involving human subjects, authors
must also include a statement that informed consent
was obtained from all subjects. If photos or any
other identifiable data are included, a copy of the
signed consent must accompany the manuscript.

m) Supplementary Material: Data that the authors
consider of importance for completeness of a study,

but which are too extensive to be included in the
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published version, can be submitted as
Supplementary Material. This material will be
made available together with the electronic version.
In case a manuscript contains such material, it
should be appropriately identified within the text.
Supplementary material in tables should be
identified as Table S1, Table S2, etc., in case of
figures, they should be named accordingly, Figure
S1, Figure S2. For online access, Supplementary
material should be in PDF, JPEG or GIFF formats
In addition, a list of this material should be
presented at the end of the manuscript text file,
containing the following statement: Supplementary
material - the following online material is available
for this article:

- Table S1I ...

This material is available as part of the online

article from http://www.scielo.br/gmb

3.2 Short Communications

Present brief observations that do not warrant full-
length articles. They should not be considered
preliminary communications. They should be 15 or
fewer typed pages in double spaced 12-point type,
including literature cited. They should include an
Abstract no longer than five percent of the paper’s
length and no further subdivision with introduction,
material and methods, results and discussion in a
single section. Up to two tables and two figures
may be submitted. The title page and reference
section format is that of full-length article.

3.3 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the
journal. Discussions of political, social and ethical
issues of interest to geneticists are also welcome in
this form.

3.4 Review Articles

Review Articles are welcome.

3.5 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics,

Evolution and related disciplines, for review in the



journal. Aspiring reviewers may propose writing a
review.

3.6 History, Story and Memories

Accounts on historical aspects of Genetics relating
to Brazil.

4. Proofs and Copyright Transfer

Page proofs will be sent to the corresponding
author. Changes made to page proofs, apart from
printer’s errors, will be charged to the authors.
Notes added in proof require Editorial approval. A
form of consent to publish and transfer of copyright
will have to be signed by the corresponding author,

also on behalf of any co-authors.

5. Reprints

Reprints are free of charge and provided as a pdf-
file.

Subscription
Membership to the Brazilian Society of Genetics

entitles subscription to Genetics and Molecular

Biology.
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For nonmembers and institutions, the annual
subscriptions rates (four issues/year) are:

Brazil and other South American Countries (Air
Mail): Institutional - R$ 500,00
Personal: R$ 216,00.

Other Countries (Air Mail):
Institutional - US$ 300.00
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DIRETRIZES PARA AUTORES

Sumario do Processo de Submissio

Manuscritos deverdo ser submetidos
por um dos autores, em portugués, inglés ou
espanhol. Para facilitar a rapida publicacdo e
minimizar o0s custos administrativos, a
Revista Brasileira de Biociéncias aceitara
somente submissdes on-line. Nio envie
documentos impressos pelo correio. O
processo é compativel com os navegadores
Internet Explorer versdo 3.0 ou superior,
Netscape Navigator e Mozilla Firefox. Outros
navegadores ndo foram testados.

O autor da submissio sera o
responsavel pelo manuscrito no envio
eletronico e em todo o acompanhamento do
processo de avaliagdo.

Figuras e tabelas deverdo ser
organizadas em arquivos submetidos
separadamente, como documentos
suplementares. Documentos suplementares
de qualquer outro tipo, como filmes,
animagdes, ou arquivos de dados originais,
podem ser submetidos como parte da
publicagéo.

Se vocé estiver usando o sistema de
submissdo on-line pela primeira vez, va para a
pagina de Cadastro e registre-se, criando um
‘login’ e ‘senha’. Se vocé estd realmente
registrado, mas esqueceu seus dados e ndo
tem como acessar o sistema, clique em
‘Esqueceu sua senha’.

Vocé vera que o processo de submissdo on-
line ¢ facil e auto-explicativo. Sdo apenas 5
(cinco) passos.

Se vocé tiver problemas de acesso ao
sistema, cadastro ou envio de trabalhos, por
favor, entre em contato com o nosso Suporte
Técnico.

Custos de publicagio

Os autores ndo terdo nenhuma
despesa para a publicag@o dos seus trabalhos.
Figuras e graficos coloridos também sio
livres de despesas (ver adiante).

Seguindo a politica do Open Access
do Public Knowledge Project, assim que
publicados, os autores receberdo a URL que
dara acesso ao arquivo em formato Adobe®
PDF (Portable Document Format). Os autores

ndo receberdo copias impressas do seu
manuscrito publicado.

Publicaciio e processo de avaliacio

Durante o processo de submissdo,
sera solicitado que os autores enviem uma
carta de submissdo, explicando o porqué de
publicar na Revista, a importancia do seu
trabalho para o contexto de sua area e a
relevancia cientifica do mesmo.

Os manuscritoss serdo enviados para

avaliadores, a menos que ndo se enquadrem
no escopo da Revista. Antes de serem
submetidos para consultores especializados,
os trabalhos sdo avaliados pelo Editor-Chefe,
o qual decide se o trabalho recebido ¢ de
suficiente relevancia para a Revista Brasileira
de Biociéncias. Os trabalhos serdo sempre
avaliados por dois especialistas que terfo a
tarefa de fornecer um parecer, tdo logo quanto
possivel. Um terceiro avaliador podera ser
consultado caso seja necessario. Os
avaliadores nfio serdo obrigados a assinar os
seus relatorios de avaliagdo.
Uma “Carta de submissio”, explicando o
motivo de publicar em nossa Revista, a
importancia do seu trabalho para o contexto
de sua area e a relevancia cientifica do
mesmo, deverd ser digitada no campo
“Comentarios ao Editor”, durante o
processo de submissdo eletronica. Caso os
autores decidam enviar uma versdo assinada
(em formato DOC ou PDF, por exemplo), a
Carta de submissdo pode ser enviada na
forma de documento suplementar,
separadamente.

Os autores deverio fornecer
informacées de contato detalhado (telefone
e e-mail) de pelo menos quatro potenciais
revisores para o seu trabalho. Estas
informagdes deverdio ser digitadas, também,
no campo “Comentarios ao Editor”, durante a
submissdo, logo apods a “Carta de submissdo”.
Os potenciais revisores deverdo  ser
especialistas na area de concentragdo do
trabalho enviado. Qualquer wum dos
revisores sugeridos nio devera ter
publicado qualquer trabalho com os
autores nos ultimos cinco (5) anos, nem ser
membro da mesma Instituicio. Revisores



sugeridos serdo considerados revisores em
potencial de acordo com a analise e
recomendac¢do dos Editores.

Desde que um manuscrito € avaliado,
aceito, revisado e editorado, ele ¢
imediatamente publicado na edi¢do corrente
da Revista Brasileira de Biociéncias, em
formato PDF. Todos os autores tém a
capacidade de acompanhar o progresso de
submissdo do seu trabalho no sistema a
qualquer tempo, desde que esteja logado no
sistema da revista.

Preparando os arquivos

Os textos deverdo ser formatados em uma
coluna, usando a fonte Times New Roman,
tamanho 12, com espacamento duplo e
margens de uma polegada (2,54 cm), em
formato de papel A4. Todas as paginas devem
ser numeradas sequencialmente. Nio ¢é
necessario numerar as linhas. O manuscrito
devera estar em formato Microsoft® Word
DOC (versdo 2 ou superior). Arquivos em
formato RTF também serfo aceitos. Néo
submeta arquivos em formato Adobe®
PDF. O arquivo que contém o texto principal
do manuscrito ndo devera incluir qualquer
tipo de figura ou tabela. Estas dever@o ser
submetidas como documentos suplementares,
separadamente.

Ao submeter um manuscrito, o autor
responsavel pela submissdo devera optar por
uma das seguintes se¢des: ‘Artigo completo’,
‘Revisdo’ ou ‘Nota cientifica’.

Todos os trabalhos submetidos no envio
on-line deverdo subdividos nas seguintes
secdes:

1. Documento Principal:

Primeira parte. Deverd conter as seguintes
infor-magoes:

a) Titulo do trabalho, conciso e informativo,
com a primeira letra em mailsculo, sem
abreviagdes.

b) Nome completo e por extenso do(s)
autor(es), com iniciais em maiudsculo,
afiliagdes e endereco completo de todos os
autores, em nota de rodapé, e institui¢do
financiadora (auxilio ou bolsas), se houver.

¢) Titulo abreviado do trabalho, com até 75
caracteres (incluindo espagos).

d) Autor para contato e respectivo e-mail.

Segunda parte. Deverdo conter as seguintes
infor-magdes:

a) Resumo: incluir o titulo do trabalho em
portugués, quando o trabalho for escrito em
inglés.
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b) Abstract: incluir o titulo do trabalho em
inglés, quando o texto for em portugués.
Resumo e Abstract deverdo conter, no
maximo, 250 (duzentos e cingiienta) palavras,
estruturados em apresentacdo, contendo o
contexto e proposta do estudo, resultados e
conclusoes (por favor, omita os titulos).

c) Palavras-chave e key words para
indexa¢do: no maximo cinco, ndo devendo
incluir palavras do titulo.

Paginas subseqiientes. ‘Artigos completos’ e
‘Notas cientificas’ deverdo estar estruturados
em Introducdo, Material e Maétodos,
Resultados, Discussio (Resultados e
Discussio  podendo ser  reunidos),
Agradecimentos e Referéncias, seguidos de
uma lista completa das legendas das figuras
(se houverem), lista das figuras e tabelas (se
houverem) e descrigdo de documentos
adicionais (se houverem).

2. Documentos Suplementares:

Figuras e tabelas. Todas as imagens
(ilustragoes, fotografias, eletromicrografias e
graficos) sdo consideradas ‘figuras’. Figuras
e tabelas devem ser fornecidos como
arquivos separados (documentos
suplementares), nunca incluidos no texto
do documento principal. Na editoragdo
final, a largura maxima das figuras sera: 170
mm, para duas colunas, ¢ 82 mm, para uma
coluna. Figuras coloridas serdo permitidas.
Nio havera cobranca de custos adicionais
para figuras a cores, ja que a impressao das
mesmas (quando houver) serd sempre feita
em preto e branco (com informagdo que
existe versdo colorida das figuras on-line, na
legenda).

Cada figura devera ser editada para
minimizar as areas de espagos em branco,
utilizando o tamanho final da ilustragdo. Se a
figura consiste de diversas partes separadas, é
importante que uma simples ilustracdo seja
submetida, contendo todas as partes da figura.
Escalas das figuras deverdo ser fornecidas
com os valores apropriados e devem fazer
parte da propria figura (inseridas com o uso
de um editor de imagens, como o Adobe®
Photoshop, por exemplo), sendo posicionadas
no canto inferior esquerdo de cada figura.

Ilustragdes em preto e branco deverdo
ser fornecidas com aproximadamente 300 dpi
de resolugdo, em formato TIFF ou JPG.
Ilustragdes mais detalhadas, como ilustragdes
botidnicas ou zooldgicas, deverdo ser
fornecidas com resolu¢des de, pelo menos,
600 dpi, em formato TIFF ou JPG. Para



fotografias (em preto e branco ou coloridas) e
eletromicrografias, forneca imagens em TIFF
ou JPG, com pelo menos, 300 dpi (ou 600 dpi
se as imagens sdo uma mistura de fotografias
e ilustragdes em preto e branco).
ATENCAO! Como na editoragio final dos
manuscritos o tamanho util destinado a uma
figura de largura de pagina (duas colunas) é
de 170 mm, para uma resolucdo de 300 dpi, a
largura minima das figuras deve ser 2000
pixels. Para figuras de uma coluna (82 mm de
largura), a largura minima das figuras (para
300 dpi), deve ser pelo menos 970 pixels.
Submissdées de figuras fora destas
caracteristicas (larguras minimas em
pixels) serdo imediatamente arquivadas.
Por favor, nio forneca imagens em
arquivos Microsoft® PowerPoint
(geralmente geradas com baixa resolucio),
nem embebidas em arquivos DOC.
Arquivos contendo imagens em formato
Adobe® PDF nio serio aceitas.

As imagens que ndo contém cor
devem ser salvas como ‘grayscale’, sem
qualquer tipo de camada (‘layer’), como as
geradas no Adobe® Photoshop, por exemplo
(estes arquivos ocupam até 10 vezes mais
espago que os arquivos TIFF e JPG).

A Revista Brasileira de Biociéncias

ndo aceitara figuras submetidas no formato
GIF ou comprimidas em arquivos do tipo
RAR ou ZIP. Se as figuras no formato TIFF
sd0 um obstidculo para os autores, por seu
tamanho muito elevado, os autores podem
converté-las para o formato JPEG, antes da
sua submissdo, resultando em uma
significativa reducdo no tamanho. Entretanto,
ndo se esquega que a compressdo no formato
JPEG pode causar prejuizos na qualidade das
imagens. Assim, ¢ recomendado que os
arquivos JPEG sejam salvos nas qualidades
‘Alta’ (High) ou ‘Maxima’ (Maximum).
Os tipos de fontes nos textos das figuras
deverdo ser Arial ou Helvetica. Textos
deverdo ser legiveis. Abreviaturas nas figuras
(sempre em mintsculas) devem ser citadas
nas legendas e fazer parte da prépria figura,
inseridas com o uso de um editor de imagens
(Adobe® Photoshop, por exemplo). Nio use
abreviaturas, escalas ou sinais (setas,
asteriscos), sobre as figuras, como “caixas
de texto” do Microsoft® Word.

Recomenda-se a criagdo de uma
unica estampa, contendo varias figuras
reunidas, numa largura maxima de 170
milimetros (duas colunas) e altura maxima de
257 mm (pagina inteira). A letra indicadora

134

de cada figura deve estar posicionada no
canto inferior direito. Inclua “A” e “B”
(sempre em maiusculas) para distingui-las
colocando, na legenda, Fig. 1A, Fig. 1B, e
assim por diante.

Nao envie figuras com legendas na
base das mesmas. As legendas deverfo ser
enviadas no final do documento principal.

Nao use bordas de qualquer tipo ao redor
das figuras. Se houver composi¢o de figuras
(Figs 1A, 1B, etc.), use cerca de 2 mm de
espago em branco entre cada figura.

E responsabilidade dos autores obter
permissdo para reproduzir figuras ou tabelas
que tenham sido previamente publicadas.

As legendas deverio estar incluidas
no documento principal do manuscrito,
imediatamente apds as Referéncias. Para cada
figura, deverdo ser fornecidas as seguintes
informagdes: nimero da figura (em ordem
numérica, usando algarismos arabicos (Figura
1, por exemplo; ndo abrevie); titulo abreviado
da figura; legenda detalhada, com até 300
caracteres (incluindo espagos).

Cada tabela devera ser numerada
sequencialmente, com numeros arabicos
(Tabela 1, 2, 3, etc; ndo abrevie). O titulo das
tabelas devera estar acima das mesmas.
Tabelas deverdo ser formatadas usando as
ferramentas de criagdo de tabelas (‘Tabela’)
do Microsoft® Word. Colunas e linhas da
tabela devem ser visiveis, optando-se por usar
linhas pretas que serdo removidas no processo
de edicdo final.

Nao utilize padrdes, tons de cinza,
nem qualquer tipo de cor nas tabelas.

Dados mais extensos podem ser enviados
como arquivos suplementares, mas que ndo
estardo disponiveis no proprio artigo, mas
como links para consulta pelo publico.

Normas Gerais

Os nomes cientificos, incluindo os
géneros e categorias infragenéricas, deverdo
estar em itdlico. As siglas e abreviaturas,
quando utilizadas pela primeira vez, deverdo
ser precedidas do seu significado por extenso.
Ex.: Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Citar o(s) autor(es) das espécies sé a
primeira vez em que as mesmas forem
referidas no texto. Escrever os nimeros até
dez por extenso, a menos que sejam seguidos
de wunidade de medida, ou indiquem
numeragdo de figuras e tabelas. Nao utilizar
espago para separar as unidades de medidas
dos valores. A posi¢do preferencial de cada
figura ou tabela podera ser indicada no texto.



Sempre verifique que as figuras e tabelas
estejam citadas no texto. No texto, use
abreviaturas (Fig. 1 e Tab. 1, por exemplo).
Evitar notas de rodapé. Se necessarias, utilizar
numeragio arabica em seqiiéncia.

As citagdes de autores no texto
devera seguir os seguintes exemplos: Baptista
(1977), Souza & Barcelos (1990), Porto et al.
(1979) e (Smith 1990, Santos et al 1995).
Citar o(s) autor(es) das espécies so a primeira
vez em que as mesmas forem referidas no
texto. Ndo serdo aceitas citagcdes de resumos
de simpdsios, encontros ou congressos.
Comunicagdes pessoais ndo deverdo ser
incluidas na lista de Referéncias, mas poderdo
ser citadas no texto. A obtengdo da permissio
para citar comunicagdes pessoais ¢ dados nao
publicados é de exclusiva responsabilidade
dos autores. Abreviatura de periddicos
cientificos  devera  seguir o  Index
Medicus/MEDLINE. Citacdes nas
Referéncias deverdo conter todos os nomes
dos autores.

As referéncias deverdo seguir os seguintes
exemplos:

BATHER, F. A. 1900. The echinoderma. In:
LANKASTER, E. R. (Ed.)) A treatise on
Zoology. London: Adam & Charles Black. v.
3,325 p.

BONGERS, F., POPMA, J., MEAVE, J. &
CARABIAS, J. 1988. Structure and floristic
composition of the lowland rain forest of Los
Tuxtlas, Mexico. Vegetatio, 74: 55-80.

BRIDSON, G. D. R. & SMITH, E. R 1991.
Botanico-Periodicum-
Huntianum/Supplementum. Pittsburg: Hunt
Institute.

BRUMMIT, R. K. & POWELL, C. E. 1992.
Authors of plant names. Kew: Royal Botanic
Gardens. 732 p.

CARNEIRO, F. G. 1997. Numerais em
esfero-cristais. In:. REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA PARA O
PROGRESSO DA CIENCIA, 49., 1997, Belo
Horizonte. Anais... Belo Horizonte: Ed. da
UFMG. 1 CD-ROM.

CLEMENT, S. & SHELFORD, V. E. 1960.
Bio-ecology: an introduction. 2nd ed. New
York: J. Willey. 425 p.

DILLENBURG, L. R. 1986. Estudo
fitossociologico do estrato arbéreo da mata
arenosa de restinga em Emboaba, RS . 106 f.
Dissertagdo (Mestrado em Botanica) —
Instituto de Biociéncias. Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 1986.
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FORTES, A. B. 1959. Geografia fisica do Rio
Grande do Sul. Porto Alegre: Globo. 393 p.

SANTOS, R. P. & MARIATH, J. E. A. 2000.
Embriologia de llex paraguariensis A. St.
Hil.: estudo da antera e grio de pdlen e sua
aplicagdo no melhoramento. In: WINGE, H.
(Org.). CONGRESSO SUL-AMERICANO
DA ERVA-MATE, 2., 2000, Encantado, RS e
REUNIAO TECNICA DA ERVA-MATE, 3.,
2000, Encantado, RS. Anais... Porto Alegre:
UFRGS/FEPAGRO. p. 140-142.

STAFLEU, F. A. & COWAN, R. S. 1976-
1988.  Taxonomic  literature. — Utrecht:
Scheltema & Holkema.

QUADRA, A. A. & AMANCIO, A. A. 1978.
A formagdo de recursos humanos para a
saude. Ciéncia e Cultura, 30(12): 1422-1426.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO
GRANDE DO SUL. Faculdade de Educagio.
Laboratério de Ensino Superior. 1974.
Planejamento e organiza¢do do ensino: um
manual programado para treinamento de
professor universitario. Porto Alegre: Globo.
400 p.

ZANIN, A., MUIJICA-SALLES, J. &
LONGHI-WAGNER, H. M. 1992.
Gramineae: Tribo Stipeae. Bol. Inst. Biocienc.
51: 1-174. (Flora Ilustrada do Rio Grande do
Sul, 22).

Para documentos com DOI® (Digital
Object Identifier) conhecido, seguir o
exemplo abaixo (ndo usar “Disponivel
em:<...>Acesso em:....””):

SANTOS, R.P., MARIATH, JEA. &
HESSE, M. 2003. Pollenkit formation in /lex
paraguariensis  A.StHil. (Aquifoliaceae).
Plant Syst. Evol., 237: 185-
198.<http://dx.doi.org/10.1007/s00606-002-
0257-2>

Links de péaginas disponiveis na Internet
devem ser citadas como abaixo:

POLITICA. 1998. In: DICIONARIO da
lingua  portuguesa. Lisboa:  Priberam
Informatica. Disponivel
em:<http://www.priberam.pt/Dicionarios/dlp.
htm>. Acesso em: 8§ mar. 1999.



