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RESUMO

Yoshida, N. C. Analises filogenéticas e estudo do metabolismo
fenilpropanoidico em espécies de Piper. 2013. 199p. Tese - Programa de Pds-
Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sé&o
Paulo.

A analise filogenética e reconstrucao dos caracteres quimicos em espécies de
Piper indicou clados especializados na producdo de acidos benzoicos/cromenos,
amidas e lignéides. Os perfis quimicos das espécies foram determinados pela
analise dos extratos brutos por RMN de 'H combinados com andlise de componente
principal (PCA). Destacou-se a ocorréncia de lignanas dibenzilbutirolactonicas e
furofuranicas no clado Macrostachys, enquanto que para Schilleria foi observado o
acumulo preferencial de fenilpropandides, lignanas tetraidrofuranicas e
benzofuranicas. Espécies de localidades distintas classificadas como Piper
solmsianum apresentaram diferentes perfis quimicos e caracteristicas morfoldgicas.
A andlise da variabilidade quimica e genética por PCA e microssatélites,
respectivamente, indicou a segregacédo das populagdes de acordo com o local de
coleta e apontou o potencial para o uso conjunto das técnicas para distinguir os
espécimens de P. solmsianum. As sequéncias dos genes acetiltransferase,
propenilfenol sintase e proteina dirigente forneceram as primeiras informacdes sobre

0s genes envolvidos na biossintese de lignanas/fenilpropanoides em P. solmsianum.

Palavras-chave: Piperaceae, Piper, Piper solmsianum, microssatélite, proteina

dirigente, propenilfenol sintase.



ABSTRACT

Yoshida, N. C. Phylogenetic analyses and phenylpropanoid metabolism in Piper
species. 2013. 199p. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

The phylogenetic analysis and reconstruction of chemical characters in Piper
species distinguished clades specialized in the production of benzoic
acids/chromenes, amides and lignoids. The chemical profiles of these species were
determined by analysis of crude extracts by 'H NMR combined with principal
component analysis (PCA). It is remarkable that lignans of dibenzylbutyrolactone and
furofurans type occur in Macrostachys while Schilleria contains dimers of
propenylphenols such as tetrahydrofurans lignans and benzofuran neolignans. Piper
solmsianum specimens collected from distinct sites showed differences in their
morphology and chemical profiles. The assessment of chemical and genetic
variability by PCA and microsatellites, respectively, indicated the segregation of
populations according to the sampling site and pointed out to the potential use for the
combined approaches to distinguish P. solmsianum specimens. The sequences of
the genes acetyltransferase, propenylphenol synthase and dirigent protein provided
the first information about the genes involved in the biosynthesis of

lignans/phenylpropanoids in P. solmsianum.

Keywords: Piperaceae, Piper, Piper solmsianum, microsatellites, dirigent protein,
propenylphenol synthase.
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1. INTRODUCAO

1.1. A evolucéao das plantas

1.1.1. Teoria da evolucao: Selecao natural e a Origem das espécies

A compreensdo da natureza e dos mecanismos que regem seu
funcionamento, organizagdo e os meios pelos quais é possivel molda-los sempre
estiveram entre os pilares do pensamento e da realizacao cientifica.

A maneira como a origem da vida e a posicdo do homem no mundo e no
universo eram encarados foi profundamente reformulada ap6s a mais audaciosa e
controversa revelacao do século IXX proposta pelo naturalista Charles R. Darwin em
1859. Darwin, em seu famoso livro "A origem das espécies" [On the origin of species
by means of natural selection, or the preservation of favoured races in the struggle
for life] (Darwin, 1859), descreveu suas observacdes a bordo do H.M.S. Beagle
(1831-1836) em uma viagem ao redor do mundo e propds um mecanismo no qual as
espécies evoluiriam e se diversificariam através de um fendmeno de natureza
populacional. A esse fenémeno Darwin denominou selecdo natural, onde as
variagdes herdaveis positivas ou neutras propagaram-se nas populagdes conforme
as vantagens adaptativas conferidas por determinados ambientes. O efeito
cumulativo dessas variagdes origina a diversidade biolégica.

O amadurecimento da idéia e observacdes de Darwin naturalmente levou as
primeiras propostas para a origem da vida a partir de um organismo original
(ancestral comum), que através dos processos evolutivos, deu origem as demais

formas de vida (Figura 1).
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Figura 1. O primeiro diagrama da arvore da vida, desenhado por Charles Darwin em 1837, presente
em seu caderno de esbocos em Transmutation of Species (1837).

Desde entdo, os avangos nas técnicas moleculares tém gerado uma grande
quantidade de informacbes genéticas sobre grupos taxonémicos que com o
emprego da bioinformatica permitiram organizar e comparar estas informacoes,
redesenhando a historia evolutiva dos seres vivos. Estudos pioneiros empregando
dados moleculares foram realizados por Woese e cols. (Woese et al.,, 1990)
utilizando o gene que codifica para o RNA da subunidade pequena do ribossomo
(SSU rDNA, também chamado 18S nos eucariotos) e transformaram a visdo da
arvore da vida em um sistema de 3 grandes dominios: Bacteria, Archaea e Eucaria

(Figura 2).
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Bacteria Archaea Eucarya

Animals

Euryarchaeota

Crenarchaeota

Figura 2. Arvore filogenética basal inferida a partir de analises comparativas das sequéncias de SSR
rRNA (Woese, 2000; Woese et al., 1990).

A relacao entre os trés dominios ainda permanece alvo de muitas discussoes,
sendo que com o desenvolvimento de novas técnicas de processamento de dados e
aquisicao de informacbes de genomas completos, os pesquisadores tem se
dedicado a empregar toda essa informagdo para organizar com maxima
fidedignidade a histéria evolutiva dos seres vivos (Ding et al., 2008; Doolittle and
Bapteste, 2007; Koonin and Wolfm, 2012; Woese, 2000).

Um dos mais intrigantes nodos da arvore da vida tem sido a origem dos
eucariotos. A rapida diversificacdo das principais linhagens dos eucariotos ocorreu
em torno de 2 bilhdes de anos atras e pode ter sido ocasionada por diversos fatores,
tais como alteragdes ambientais. Por exemplo, 0 aumento do oxigénio da atmosfera
e 0 soerguimento dos continentes, resultando num aumento da exposi¢ao a radiacao
UV que pode ter atingido patamares que possibilitaram a ocupacao de novos nichos

e a especiacao (Zimmer, 2009).
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1.1.2. A conquista dos ambientes terrestres e a sintese de metabdlitos

A origem e a evolucao das plantas terrestres em meados da era Paleozoica
(aproximadamente entre 480 a 360 milhdes de anos atras) foi um evento
extremamente importante na histéria da vida, levando a evolugdo de organismos
terrestres e a modificacdo do ambiente global, uma vez que o surgimento do
processo fotossintético alterou completamente a atmosfera, causando um enorme
impacto na histéria do planeta e redirecionando a evolugéao dos seres vivos (Kenrick
and Crane, 1997; Matioli, 2001).

Estudos filogenéticos apontam a origem das plantas terrestres a partir das
algas verdes Charophycean (Bennici, 2008; Kranz et al., 1995). Elas possuem
atributos biossintéticos que sao extensamente expressos entre as plantas terrestres,
incluindo a capacidade de produzir esporopoletina, cutina e compostos fendlicos. A
transicao do meio aquoso para o gasoso exp0Os as plantas a novas condicdes fisicas
qgue resultaram na chave para as mudancas fisioldgicas e estruturais. Importantes
vias metabdlicas envolvidas na formacao de ligninas, flavondis, cutinas e horménios
nas plantas vasculares provavelmente evoluiram de elementos pré-existentes do
metabolismo primario nas algas Charophycean e bridfitas (Crane et al., 1995;
Kenrick and Crane, 1997). A internalizagao de érgaos com fungdes vitais combinada
com o desenvolvimento de superficie exteriores impermeaveis foram as primeiras
respostas a vida ao ambiente terrestre. Assim, uma série de inovagdes nas plantas
vasculares, como 0 surgimento da lignina, o incremento na capacidade de
sustentacdo e de conducdo de seiva elaborada foram criticas para o
desenvolvimento de plantas de grande porte, sendo que este desenvolvimento foi

estimulado pela competi¢do por luz.
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1.1.3. O abominavel mistério das Angiospermas

Em uma carta a J. D. Hooker datada de 22 de julho de 1879, Charles Darwin
descreveu o rapido crescimento e diversificacdo das angiospermas como um
"mistério abominavel" (Davies et al., 2004). As Angiospermas surgiram ha cerca de
90-130 milhdes de anos e constituiram-se na principal diversificacdo vegetal do
planeta, com um numero estimado de 250 mil espécies (Crane et al., 1995; Crane et
al., 2004; Friis et al., 2010; Labandeira et al., 1994). A multiplicidade das espécies
vegetais resulta também na diversidade estrutural de metabdlitos secundarios, com
mais de 200 mil metabdlitos descritos, incluindo derivados fendlicos, isoprenoides,
alcaloides, policetidios, dentre outros (Firn and Jones, 2003; Maia and Andrade,

2007).

1.1.4. Metabolismo secundario

As plantas sdo organismos de fundamental importancia para sustentar a vida
na Terra, pois fornecem oxigénio, alimentos, energia e muitos dos valiosos
metabdlitos. Os metabdlitos sao classificados em duas grandes classes: primarios e
secundarios. Os metabdlitos primarios, tais como agucares, lipidios, nucleotideos,
aminodcidos e acidos organicos, estdo presentes em todos os organismos e
desempenham um papel metabdlico essencial para manutengéo de processos vitais.
Os metabdlitos secundarios, erroneamente chamados assim por nao aparentarem
participar diretamente no crescimento e desenvolvimento, sdo frequentemente
distribuidos de maneira limitada entre grupos taxondémicos pelo reino vegetal.
Apesar de sua notoéria complexidade estrutural e vias biossintéticas especificas, os
produtos naturais foram considerados como biologicamente insignificantes e

historicamente receberam pouca atencédo por parte dos biologistas de plantas e
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bioquimicos. Ja os quimicos organicos tém demonstrado um grande interesse pelos
metabdlitos secundérios e tém investigado suas estruturas quimicas extensivamente
desde meados de 1850 (Croteau et al., 2000). O estudo dos produtos naturais
estimulou o desenvolvimento de técnicas de separacdo, abordagens
espectroscopicas para a elucidacao estrutural, e metodologias sintéticas que vieram
a se constituir nos pilares da quimica organica contemporanea. Produtos naturais
estdo relacionados a defesa e adaptacdo das plantas ao meio ambiente e
assumiram fungcbes como atraentes de polinizagédo, dipersao de sementes e outras
funcbes aleloquimicas (Bourgaud et al., 2001; Dodds, 2010; Jones et al., 1991).
Além disso, uma gama deles apresenta grande utilidade como corantes, polimeros,
fibras, colas, 6leos, ceras, agentes flavorizantes, perfumes e drogas (Arif et al.,
2009; Cordell et al., 2007; Macias et al., 2008; Newman and Cragg, 2007; Newman
and Cragg, 2012), movimentando cifras expressivas.

Entretanto, as barreiras que separavam a quimica e a biologia tornaram-se
difusas, e as pesquisas em produtos naturais tém sido expandidas de modo a
abrigar uma abordagem multidisciplinar que faz uso de um leque de ferramentas que
permeiam o0s principios da quimica organica, bioquimica, biologia molecular,
bioinformatica, entre outros. Essa nova abordagem tem resultado em uma viséo
holistica de como o0s organismos vivos produzem, acumulam, ativam vias
metabodlicas e sdo estimulados a usar seu potencial na construcao dos metabdlitos
secundarios. Desta maneira e, somente assim, os esforcos em analisar e avaliar a
gigantesca biodiversidade do nosso planeta resultardo num dominio que contribuira

para direcionar o seu uUso e para sua preservagao.
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1.2. Filogenia e quimiotaxonomia

Avangos substanciais foram observados em taxonomia molecular nos quais
diversas regides do DNA tém sido empregadas para o estabelecimento de arvores
filogenéticas em Angiospermas (Crane et al., 2004; Friis et al., 2010; Leitch et al.,
2005).

Atualmente, consoércios de pesquisadores voltados para a geragao e analise
de dados moleculares tém trazido grandes avancos nas andlises filogenéticas. Um
bom exemplo é o Angiosperm Phylogeny Group (APG), que consiste em um grupo
de pesquisadores voltados a classificacdo das Angiospermas baseado em dados
moleculares (The Angiosperm Phylogeny, 2009). A cada ano, novas informacoes
sdo geradas e adicionadas a cada atualizacdo da classificacdo gerada pelo APG.
Esta empreitada tem permitido reconstruir com maior veracidade a histéria evolutiva
deste grande grupo que tém sido considerado um desafio desde Darwin (Davies et
al., 2004). Tem-se assim, de um lado, um conjunto de técnicas moleculares que
pode ser utilizado nos estudos de filogenia e, por outro, a disponibilidade de técnicas
para andlise metabolémica (Fridman and Pichersky, 2005; Kim et al., 2010a; Moco et
al., 2006; Rochfort, 2005; Verpoorte et al., 2007) e o proprio conhecimento sobre a
estrutura dos metabdlitos secundarios.

Os metabdlitos secundarios sao amplamente distribuidos no reino vegetal e
geralmente apresentam padrées especificos e, portanto, o compartilhamento de
substancias ou de substancias biogeneticamente relacionadas pode conter uma
informagdo valiosa nos relacionamentos filogenéticos. Na era molecular da
sistematica, o estudo comparativo da quimica oferece uma importante ferramenta

para estudos filogenéticos, além dos caracteres morfolégicos e anatémicos.
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A analise filogenética e sistematica de plantas foi tradicionalmente baseada
em caracteres morfolégicos (macro- e microscéopicos). O uso de estruturas
moleculares de metabdlitos secundarios, a quimiossistematica, tem sido considerado
como ferramenta auxiliar em funcao da presenca caracteristica de uma determinada
classe de metabdlitos dentro de um clado. O uso da quimiossistematica permitiu o
desenvolvimento de novos sistemas de classificacdo que passaram a considerar a
ocorréncia de metabdlitos secundarios (Dahlgren, 1980; Grayer et al., 1999; Wink,
2003; Wink and Waterman, 1999). Uma andlise numérica, no qual foram
estabelecidos indices de oxidacao das substancias e de especializacao, introduzidos
por Gottlieb, tornou a quimiossistematica menos dependente do enfoque da simples
presenca/auséncia, e permitiu sugerir correlacées de tendéncia evolutiva das vias
metabolicas (Gottlieb, 1984; Gottlieb, 1992). O emprego das técnicas filogenéticas
em associacdo com a quimiossistematica tem possibilitado inferéncias sobre os
aspectos evolutivos relacionados ao desenvolvimento de vias biossintéticas bem
determinadas (Wink, 2003; Wink and Waterman, 1999). No entanto, os aspectos
sobre a regulacdo do metabolismo secundario, incluindo o estudo de genes e
enzimas associadas a sua biossintese ainda carecem de investigagdes sistematicas.

Um excelente exemplo da utilizagdo da composi¢cdo quimica junto a filogenia
€ o0 caso dos liquens (associacao de fungos com algas). O emprego da taxonomia
em liquens iniciou-se em meados dos anos de 1850, com a introducao de testes
qguimicos colorimétricos. Atualmente, junto a filogenia utilizando dados de DNA,
rotineiramente emprega-se informagdes de composicao quimica na identificacao e
classificacdo dos liqguens, e esta pode ser informativa em todos os niveis
taxonébmicos, de populacées até ordem (Alcantara et al., 2007; Schmitt and

Lumbsch, 2004).
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O monumental conjunto de trabalhos "Chemotaxonomie der Pflanzen",
descritos entre 0os anos de 1962-2001 por Hegnauer, apresentou uma revisao dos
dados da literatura sobre a distribuicdo dos metabdlitos primarios e secundarios em
Asteridae e inferéncias filogenéticas baseadas em perfis quimicos. Estes dados
foram re-analisados no trabalho de Grayer (Grayer et al., 1999), que apresenta a
comparacao entre a relacao de parentesco das espécies de Asteridae com base nos
seus perfil quimicos e com base nas analises cladisticas do gene rbcL (DNA
gendmico). Os resultados desta comparagdao demonstraram que as sequéncias de
DNA sao os caracteres de escolha para descrever a relacao de parentesco entre as
espécies. No entanto, a adicdo de informacdes e dados de outras areas, como
guimicos e morfologicos, foi fundamental tanto para dar maior suporte as analises
genéticas como para esclarecer casos de clados nao resolvidos. Ambas as areas do
conhecimento devem ser utilizadas conjuntamente de modo a gerar um modelo que
mais se aproxime da verdadeira histéria evolutiva dos organismos.

Com o aumento estrondoso de informacgdes obtidas de varias areas, esta
sendo adotada uma visdao dos organismos como um todo, funcionando em um
sistema metabdlico que responde e interage com estimulo externos através de um
sistema complexo de redes metabdlicas (Figura 3). Somando-se as informagdes de
genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma, o panorama do funcionamento do
organismo pode ser mapeada de maneira a determinar quais alteragdes sao
responsaveis pelo "reactome", termo utilizado para descrever de maneira holistica
como 0S organismos reagem aos estimulos e quais mecanismo sao ativados para tal
(Ding et al., 2008; Fiehn, 2001; Lange, 2006; Tsesmetzis et al., 2008). Tal
abordagem nao significa que a descricdo individual e reducionista ndo seja

importante, afinal, é ela que permite alimentar os bancos de dados, dar consisténcia
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estatistica as analises e delimitar linhas de tendéncias quando se trata de estudos

N

relacionados a evolugdo e pesquisa racional. A pesquisa em produtos naturais

deixou de ser uma area com foco apenas nos metabdlitos, e a reunidao de todas
essas informagdes levard uma era de entendimento dos mecanismos que regem a

vida e os serem vivos sem precedentes na histéria da ciéncia.
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Figura 3. Rede metabdlica relacionada aos processos de regulagdo em linhagens de Arabidopsis
thaliana (Thum et al., 2008).

Com a geragao de uma grande quantidade de dados quimicos obtidos de
diversos organismos, através do uso de técnicas analiticas como CG-EM, CLAE-UV-
EM e RMN, o uso de ferramentas de andlise multivariadas tornou-se imprescindivel.

A andlise de componente principal (PCA) consiste em um método néao
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supervisionado de agrupamento de amostras que nao requer conhecimento prévio
sobre a natureza dos dados, € que ajuda a reduzir a dimensionalidade dos dados
multivariados ao mesmo tempo que preserva a maxima variancia entre eles (Choi et
al., 2004; Choi et al., 2005; Kim et al., 2010b; Verpoorte et al., 2007). A escolha do
método empregado para gerar os dados é extremamente importante, uma vez que
os resultados devam ser consistentes e permitir um controle para andlises futuras
sendo, portanto, a reprodutibilidade o critério mais importante para o
desenvolvimento das técnicas de analises multivariadas. Neste ponto, 0 uso da
técnica de RMN com a finalidade de determinar perfis metabdlicos de organismos
torna-se uma ferramenta de grande utilidade, por apresentar uma elevada
reprodutibilidade e fornecer informagdes estruturais precisas, ja que cada metabdlito
presente na mistura possui um espectro de RMN altamente especifico (Eisenreich
and Bacher, 2007; Fiehn, 2001; Kim et al., 2010a). Considerando-se a importancia
da técnica de PCA para a analise de um grande volume de dados, a utilizacao deste
método foi testada no presente estudo para a analise da distribuicdo dos metabdlitos

secundarios de espécies de Piper.

1.2.1. Angiospermas Basais e Piperaceae

A ordem Piperales € considerada o maior e mais rico grupo em nimero de
espécies entre as angiospermas basais, incluindo Aristolochiaceae, Saururaceae,
Lactoridaceae e Hydnoraceae (Figura 4) (Dahlgren, 1989; Dahlgren, 1980; The
Angiosperm Phylogeny, 2009). Piperales compreende cerca de 4.300 espécies e
corresponde a aproximadamente 1,7% da diversidade mundial de angiospermas
(Samain et al., 2009; Wanke et al., 2007). Dentro desta ordem, diversos habitos

podem ser observados, tais como ervas, suculentas, parasitas, lianas, arbustos,
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arvores e epifitas. Os géneros considerados ricos em numero de espécies sao
Aristolochia, Peperomia and Piper. Dentre estes, Piper destaca-se por apresentar o
maior numero de espécies (cerca de 2000), sendo também classificado entre os 20

géneros mais ricos de angiospermas (Frodin, 2004).
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angiospermas. Os ramos apresentados sdo suportados por porcentagens acima de 50% de bootstrap
e jacknife (The Angiosperm Phylogeny, 2009). As linhas pontilhadas destacam Magnoliide, ao qual
pertence as Piperales.
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As primeiras classificacbes do género Piper foram feitas por Miquel e Kunth
(Kunth, 1839; Miquel, 1845) que propuseram a divisdo de Piper em diversos
géneros. Nos trabalhos seguintes, as revisdbes desta classificacdo reuniram as
espécies em um unico grande género, porém, mantendo as classificacdes iniciais
como secgdes ou subgéneros (de Candolle, 1869). Mais recentemente, as andlises
das relacoes filogenéticas alinharam-se as tendéncias modernas e passaram a
empregar dados moleculares juntamente aos caracteres morfoldgicos para revisitar
estas classificagoes.

A regiao de internal transcribed spacer (ITS) do DNA nuclear ribossomal tém
sido amplamente utilizada para analises filogenéticas em nivel de espécies e
demonstrou uma excelente resolucdo para Piper (Jaramillo and Manos, 2001). De
acordo com as classificagcdes tradicionais e dos novos panoramas gerados pelas
extensas analises moleculares, a classificacdo das espécies de Piper encontra-se
organizada em grupos maiores formados por trés regidbes geogréficas distintas:
Neotrépicos, Trépicos Asiaticos e Pacifico Sul. Dentro destes 3 grandes grupos, as
espécies podem ser classificadas em nove consistentes clados: Macrostachys,
Ottonia, Enckea, Radula, Pothomorphe, Peltobryon, Schilleria, Piper e Macropiper
(Jaramillo and Manos, 2001; Jaramillo et al., 2008).

A andlise das modificacbes morfologicas destas espécies em combinacao
com os estados de caracteres florais foram utilizados para investigar a origem da
diversificagdo do género (Jaramillo and Manos, 2001). Além disso, o uso de dados
biogeograficos, registros fésseis e dados moleculares (regiées tnrl_-trnF, intron trnL,
ndhF e g3pd) permitiu estimar que a origem do género Piper deu-se durante o
periodo Cretaceo (cerca de 91 milhdes de anos atras) na regido dos Neotropicos

(Smith et al., 2008), onde existe a maior area de diversificagdo, com



34

aproximadamente 700 espécies, seguida pela Asia meridional com cerca de 300

representantes (Jaramillo and Manos, 2001).

1.3. Metabolismo secundario em Piperaceae

O metabolismo secundario da familia Piperaceae € caracterizado pela
ocorréncia de produtos predominantemente oriundos de biossintese mista
(chiquimato/acetato), que resultam na producdo de amidas (da Silva et al., 2002;
Marques et al., 2008b; Marques et al., 2007; Navickiene et al., 2003; Scott et al.,
2008), fenilpropanoides e lignanas (Benevides et al., 1999; Gottlieb et al., 1995; Kato
and Furlan, 2007; Martins et al., 2000; Martins et al., 2003; Parmar et al., 1997),
acidos benzoicos (Freitas et al., 2009; Friedrich et al., 2005; Lago et al., 2009; Lago
et al., 2004; Morandim et al., 2009), cromenos (Baldoqui et al., 1999; Leite et al.,
2007; Lopes et al., 2007; Morandim et al., 2009; Morandim et al., 2005) e
alquenilfendis (Orjala et al., 1998; Parmar et al., 1997; Valdivia et al., 2008). Muitos
desses apresentam pronunciadas atividades biologicas, as quais se destacam as
atividades antifungica (Lago et al., 2004; Marques et al., 2007), antiparasitaria
(Martins et al., 2003; Rapado et al., 2013) e antitumoral (Bezerra et al., 2008a;

Bezerra et al., 2008b; Bezerra et al., 2008c).

1.4. Metabolismo fenilpropanoidico

Considerando-se que as diversas vias metabolicas sdo expressas de forma

diferencial e especifica nos diversos taxons, seu recrutamento deve ter sido um fator

positivo para a evolucao das espécies vegetais. Neste aspecto, o desenvolvimento
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da via fenilpropanoidica foi de fundamental importancia para as plantas. Em
especial, as lignanas sdao um foco altamente interessante para o estudo das vias
metabdlicas, por possuirem uma expressiva importancia bioldgica e apresentarem
mecanismos de acoplamento oxidativo que requerem o desenvolvimento e o
recrutamento de genes altamente especificos nas etapas de formagéo e dimerizacéao
destes compostos (Vasséo et al., 2010).

As lignanas constituem-se numa familia estruturalmente diversificada de
metabdlitos de origem fenilpropanoidica, distribuidos no reino vegetal principalmente
entre angiospermas e gimnospermas. Sao freqlentemente encontradas como
dimeros opticamente ativos, mas também estdo envolvidas na formagdo dos
oligbmeros que constituem as ligninas, de importancia estrutural para os vegetais
(Klink et al., 2007). Apresentam uma gama de atividades biol6gicas, como
antioxidante, antimicrobiana, fungicida e inseticida o que sugere que seu
metabolismo esteja diretamente relacionado com mecanismos de defesa das plantas
(Croteau et al., 2000; Harmatha and Nawrot, 2002; Lewis et al., 1995; Nawrot and
Harmatha, 2012).

Em Piper, a ocorréncia de fenilpropanoides e lignanas é bastante frequente.
Destacam-se as espéecies P. solmsianum, P. regnelli, P. richardiaefolium, P.
cubataonum e P. cernuum, agrupadas nos clados Schilleria e Macrostachys, que
acumulam lignanas e fenilpropandides como metabdlitos majoritarios em seu
repertorio quimico.

O estudo biossintético de lignanas avancou significativamente nos ultimos
anos. Ainda que essa classe de produtos naturais tenha sido descrita desde os anos
40, somente na década de 90 sua biossintese comecou a ser desvendada, através

da demonstracao da estereoespecificidade do acoplamento oxidativo de unidades



36

de alcool coniferilico em lignanas como a (+)-pinoresinol, em Forsythia intermedia
(Figura 7) (Davin et al., 1992; Davin et al., 1997).

O processo de formacdo de lignanas é mediado pela acdo de enzimas
especificas e por esta razdo as lignanas tém sua estereoquimica rigidamente
controlada originando produtos enantiomericamente puros. Foi observado que este
controle estereo- e enantiosseletivo devia-se ndo as peroxidases atuantes, mas a
uma classe de proteinas recentemente descoberta, denominada proteinas dirigentes
(Davin et al., 1997; Gang et al., 1999; Halls and Lewis, 2002; Ralph et al., 2006;

Ralph et al., 2007).

1.4.1. Genes envolvidos na biossintese de fenilpropanoides e lignanas

Uma parte consideravel do genoma das plantas estd destinada a codificar
enzimas envolvidas no metabolismo primario e secundario. Nao se sabe ao certo o
numero de metabdlitos que as plantas sao capazes de produzir, mas estima-se que
este numero seja algo proximo a ~30.000. Por sua vez, o numero de genes
envolvidos na biossintese destes metabdlitos também deve ser bastante grande
(Verpoorte et al., 2005), embora outro ponto de vista aponte que a variedade
metabolica seja, na verdade, fruto da baixa especificidade das enzimas envolvidas
na biossintese dos metabdlitos (Schwab, 2003).

A comparagao entre o perfil de metabolismo secundario e os perfis de
expressao tém apresentado uma ferramenta poderosa para a identificacdo de genes
e enzimas. Entretanto, a caracterizagdo dos substratos, da atividade enzimatica e
dos produtos requerem extensas analises bioquimicas, as quais tém sido mais bem
sucedidas quando a proteina candidata apresenta homologia com outras enzimas de

funcdo conhecida (Fridman and Pichersky, 2005).
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Um caso de sucesso provém do empenho de varios grupos de pesquisa em
Arabidopsis, uma pequena planta da familia Brassicaceae que se tornou o sistema
modelo para as pesquisas de biologia, bioquimica e quimica de plantas. Este
esforco conjunto tém apresentado importantes descobertas para a funcdo e
organizacdo da relacao entre dados de genémica, transcriptébmica, protedbmica e
metabolémica (Bottcher et al., 2008; Fraser and Chapple, 2011; Hirai et al., 2004;
Meinke et al., 1998; Rowe et al., 2008; Schenk et al., 2000; Tohge et al., 2005). Tal
enfoque gera dados robustos organizados em redes metabdlicas que sao de
extrema relevancia no sentido de servirem como base para a pesquisa em outras
plantas e organismos.

A abordagem dos estudos sobre o metabolismo das plantas tem incorporado
essas novas tecnologias disponiveis e as empregam de modo a otimizar a descri¢cao
das enzimas envolvidas nas vias biossintéticas e aprofundar o conhecimento dos
seus mecanismos de agao. No artigo de revisdo sobre o status atual da "fitoquimica
metabdlica", escrito por Petersen (Petersen, 2007), sdo apontadas algumas
abordagens para os atuais estudos de biossintese, entre as quais destacam-se: 1) a
descoberta de novas enzimas e genes envolvidos na biossintese de produtos
naturais de plantas, partindo da busca por enzimas que realizam uma etapa
especifica da reacdo que leva ao metabdlito de interesse; 2) a producdo de
mutantes, em que alteracdes em um determinado gene correspondam a alteracoes
metabdlicas que permitam avaliar a funcao in vivo dos genes nocauteados ou
superexpressos; 3) na transferéncia de um gene para Escherichia coli ou
Saccharomyces cerevisiae para a produgao heteréloga de metabdlitos de plantas.

O perfil metabdlico observado na espécie P. solmsianum, onde praticamente

apresenta como Unico componente a lignana (-)-grandisina enantiomericamente
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pura, apresentou-se como uma oportunidade interessante para a investigacdo de
enzimas e proteinas envolvidas na biossintese altamente expressa desse
metabdlito. A pesquisa de enzimas envolvidas na biossintese de intermediarios que
levam as lignanas foram um dos objetivos deste estudo, onde foram focadas as

aciltransferases, propenilfenol sintases e proteinas dirigentes.

1.4.1.1. Aciltransferases

A transferéncia de grupos acilas desempenha um papel crucial na
modificacao de muitos metabdlitos de plantas, alterando suas propriedades fisico-
quimicas, incluindo polaridade, volatilidade, estabilidade e também atividades
biolégicas. As enzimas que realizam este tipo de reacao estdo classificadas dentro
da familia denominada BAHD, cujo nome provém das iniciais das primeiras enzimas
bioquimicamente caracterizadas desta classe. Duas delas sédo acetiltransferases:
benzilalcool O-acetiltransferase (BEAT) de Clarkia breweri e a desacetilvindolina 4-
O-acetiltransferase (DAT) de Catharanthus roseus. As outras duas enzimas sao
benzoil/hidroxicinamoil-CoA  transferases: AHCT de antocianina O-
hidroxicinamoiltransferase e HCBT de antranilato de N-
hidroxicinamoil/benzoilltransferase (St Pierre and de Luca, 2000).

Os estudos com as enzimas BAHD aciltransferases tém demonstrado que os
membros desta familia sdo capazes de acilar uma grande variedade de substratos e
as analises filogenéticas indicaram uma segregacdo em cinco grandes grupos
classificados tanto pelo tipo de substrato como pelas condicbes em que 0s genes e
enzimas sao ativados (D'Auria, 2006). Os membros da familia BAHD estao
envolvidos na modificagéo e biossintese de antocianidinas (Taguchi et al., 2005), na

sintese de substancias volateis como o benzoato de benzila (Boatright et al., 2004),
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na acilacao do paclitaxel (Walker et al., 2002; Walker et al., 1999), na formacao de
intermediarios da biossintese de lignina, utilizando como substratos o
hidroxicinamoil- e benzoil-CoA como doadores de acila (Hoffmann et al., 2003;
Hoffmann et al., 2004).

Foram identificadas em Petunia hybrida a enzima envolvida na acetilacao do
alcool coniferilico, PhNCFAT, que leva a formagéao do acetato de coniferila (Dexter et

al., 2007), intermediario na biossintese do isoeugenol e eugenol (Figura 5)(Koeduka
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Figura 5. Proposta biossintética para a formagao do isoeugenol e eugenol. PhnCFAT: Petunia hybrida

et al., 2006).

coniferil alcool acetiliransferase (Dexter et al., 2007), IGS1: Isoeugenol sintase; EGS1: Eugenol
sintase (Koeduka et al., 2006) .

1.4.1.2. Propenilfenol sintases

As enzimas responsaveis pela etapa seletiva de redugao, via eliminagéo do
grupo acetila, do precursor acetato de coniferila, IGS e EGS, pertencem a familia de
enzimas redutases PIP dependentes de NADPH. O nome desta classe foi dado aos
primeiros membros identificados, que foram a Pinoresinol-lariciresinol redutase
(PLR), Isoflavona redutase (IFR) e Phenylcoumaran benzylic ether reductase
(PCBER), enzimas que participam da biossintese de diversos metabdlitos
secundarios (Fujita et al., 1999; Hemmati, 2007; Koeduka et al., 2006; Louie et al.,

2007; Vassao et al., 2007).
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Entretanto, as enzimas que coordenam a eliminagdo do acetato séo
especificas quanto ao mecanismo da reacdo. Para a IGS, o ataque nucleofilico do
hidreto oriundo do NADPH ocorre no carbono C-9 da cadeia lateral, levando a
formacao do propenilfenol enquanto que, para EGS, o ataque do hidreto ocorre no
carbono C-8 e leva ao alilfenol. Ha dois mecanismos propostos para esta reducéo: o
primeiro consiste em um mecanismo direto de reducdo seguida de eliminacao
(Figura 6, mecanismo 1), e 0 segundo passa por um intermediario quinona metideo
antes da reducao (Figura 6, mecanismo 2) (Koeduka et al., 2006; Vassao et al.,

20086).
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Figura 6. Proposta dos mecanismos de reducéo e eliminagdo que levam a formacédo do eugenol e
isoeugenol (Koeduka et al., 2006). A: representacao geral de uma ligacdo de hidrogénio entre um
hidrogénio acido e um doador-receptor. B: representacao geral da base que abstrai-doa o hidrogénio
do grupo p-hidréxi do acetato de coniferila.

1.4.1.3. Proteina Dirigente

As proteinas dirigentes (do Latin "dirigere™ dirigir, orientar) atuam como
mediadoras da enantiosseletividade do acoplamento radicalar de monolignéis. Elas
nao possuem sitio catalitico, porém, junto com as peroxidases, levam as lignanas
opticamente ativas (Davin et al., 1997; Gang et al., 1999). Os estudos realizados
com Forsythia intermedia resultaram na descricdo de uma proteina de massa
molecular de proximadamente 78 kDa que, na presenga de oxidases ou de um

oxidante radicalar, efetuou o acoplamento do alcool E-coniferilico gerando
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exclusivamente como produto o (+)-pinoresinol (Davin et al., 1997; Davin et al.,

2000) (Figura 7).
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e} —S ® OH O

1é MeO st H ) 8
3 5 s H----~8, wiH
OMe oOxidagdo MeO.,, si :H} o

—_e—OH HO
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(2 unidades)

Hipo6tese da atuagéo da
proteina dirigente

Figura 7. Acoplamento enantiosseletivo que gera o (+)-pinoresinol em Forsythia intermedia (Davin et
al, 1997; Davin et al., 2000).

Outras proteinas dirigentes, como aquela envolvida na formacao de (+)-
gossipol em Gossypium hirsutum, vém sendo descritas em muitas espécies vegetais
indicando sua eventual universalidade (Liu et al., 2008). Kim e colaboradores (Kim et
al., 2012) demonstraram a especificidade das proteinas dirigentes obtidas de
Arabidopsis e Schizandra em orientar seletivamente a formagdo dos enantiémeros
(=)- e (+)-pinoresinol, respectivamente.

A ocorréncia de proteinas dirigentes em espécies de Piperaceae nunca foi
investigada, mas diante do que ja foi demonstrado, muito possivelmente estdo
envolvidas na biossintese das lignanas tetraidrofuranicas que ocorrem em P.
solmsianum. Além disso, podem estar envolvidas na biossintese das lignanas
furofuranicas em Piper richardiaefolium e das neolignanas diidrobenzofurénicas em
P. regnellii. Os reduzidos estudos biossintéticos realizados em espécies de
Piperaceae envolvem a transformacgao enantiosseletiva de p-hidroxipropenilbenzeno
exclusivamente no enantibmero (+)-conocarpano com fracbes de membranas

obtidas das folhas de P. regnellii (Sartorelli et al., 2001) e a enantiosseletividade do
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acoplamento que promove a formacao exclusiva do isémero (-)-di-O-4,4-
desmetilgrandisina (100% ee) a partir do E-5-metdxi-isoeugenol, com preparacoes
enzimaticas extraidas das folhas P. solmsianum (Martins, 2002).

Uma andlise sobre a ocorréncia de lignanas e neolignanas em espécies de
Piperaceae sugere que tais espécies podem constituir-se em excelentes modelos

para um estudo sistematico sobre a biossintese destes metabdlitos secundarios.
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2. OBJETIVOS

Os resultados recentes sobre o acumulo pronunciado de ligndides por

espécies de Piperaceae, dentro de um contexto filogenético e de importancia

biolégica destes compostos, constituiram-se nas bases para o presente estudo, que

visa uma analise integrada entre os aspectos quimicos e moleculares ligados a

filogenia de Piperaceae.

No sentido de investigar os aspectos evolutivos envolvidos na distribuicdo dos

metabdlitos secundarios em Piper; esclarecer a variabilidade observada entre

especimens classificados como P. solmsianum e, por fim, descrever genes

envolvidos na biossintese de ligndides, classe amplamente expressa em P.

solmsianum, é que este estudo apresenta como objetivos principais:

Correlacionar dados das regides utilizadas para resolver relagbes filogenéticas
em Piperaceae, incluindo a regiao de DNA nuclear (ITS) e de cloroplasto (psbA-
trnH), com dados de composicdo quimica, no intuito de sugerir relagdes
filogenéticas e evolutivas em diversos niveis entre espécies de Piper;

Avaliar métodos de andlise nao supervisionada no intuito de se obter uma visao
global sobre a ocorréncia e distribuicdo de classes de metabdlitos secundarios
em Piper e analisar se as espécies podem ser agrupadas de acordo com as
classes estruturais mais expressas, objetivando a racionalizacdo dos estudos
fitoquimicos;

Comparar a variabilidade quimica observada entre espécimens classificados
como P. solmsianum com os resultados da anadlise de variabilidade genética,

acessada através das sequéncias de microssatélites desenvolvidos para este
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estudo;
Obter dados de seqlienciamento dos genes envolvidos na biossintese de lignéides,

com foco nas aciltransferases, propenilfenol sintases e proteinas dirigentes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e generalidades metodoldgicas

e Os solventes utilizados nos procedimentos de extragdo e cromatografia em
camada delgada foram de pureza analitica e previamente destilados.

e Para as andlises cromatograficas em CLAE e CG foram utilizados solventes
de grau cromatografico (Merck® e Tedia® S/A), e agua purificada em sistema
Milli-Q (Millipore®).

e Para CCDA, foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 Fass
(Merck®), sobre suporte de aluminio.

e Para a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram
confeccionadas placas de silica gel 60GF2s4 (5-40 pm) (Merck®) com 1,0 mm
de espessura, sobre suporte de vidro (20 x 20 cm).

e As placas cromatograficas foram visualizadas sob luz ultravioleta (254 e 365
nm) e foram reveladas com uma solu¢do de vanilina (1% em etanol)/acido
sulfurico (5% em etanol), seguido de aquecimento (Stahl, 1990).

e As analises em CLAE foram realizadas em um sistema Shimadzu composto
por duas bombas analiticas modelo LC-10AD, conectadas a um detector na
regidao de UV-Vis com arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M10A Diode
Array, controlados por um médulo de comunicagdo SCL-10A e tratados pelo
programa de computador CLASS-VP versdo 6.10. Utilizou-se uma coluna
Phenomenex® de fase reversa C-18 Luna 5u (250 x 4,6 mm). O sistema de

solventes utilizado nas analises por CLAE consistiu em uma mistura binaria
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de acetonitrila e uma solucao de acido acético 3% em um sistema com fluxo
de 1 mL.min" e em gradiente com: 50% de acetonitrila, mantido por 10
minutos, seguido de um gradiente de 20 minutos até acetonitrila 100%,
retornando a 50% de acetonitrila aos 40 minutos a fim de se iniciar novas
corridas. As amostras analisadas foram preparadas a 1 mg.mL™,
solubilizadas em MeOH:H,O (7:1 v/v), e em seguida filtradas em filtro Millex®
de 0,45 pm.

As andlises em UPLC foram feitas no equipamento Acquit System (Waters®)
acoplado a detector DAD, com fluxo de 0,2 mL.min”', utilizando o sistema
binario de solventes, com acetonitrila € uma solucao de acido acético 3% em
um sistema em gradiente. Foram empregados dois métodos para as analises.
O método 1 consiste em: 10% de acetronitrila mantido por 2 minutos,
aumentando para 62% até os 9 minutos de analise, alcancando 100% de
acetronitrila aos 10 minutos, mantidos até 13 minutos, e retornando a 10%
aos 15 minutos. Para o método 2 o gradiente foi alterado para: 20% de
acetronitrila mantido por 1 minuto, com aumento para 50% até os 9 minutos
de andlise, alcancando 100% de acetronitrila aos 10 minutos, mantidos até
13 minutos, e retornando a 20% aos 15 minutos. As andlises foram
realizadas em coluna Acquity UPLC BEH RP18 1.7um (50 x 2,1 mm,
Waters®).

As analises em CLAE semi-preparativo foram realizadas no sistema Alliance
2690 HPLC (Waters®) equipado com detector DAD modelo 2990 (Waters®),
e coluna de fase reversa Novapak C18 (250 x 3,9 mm, Waters®).

As analises de LC-MS foram realizadas em um equipamento Quattro Il triplo

quadrupolo (Micromass®). As amostras foram preparadas em MeOH a
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concentracdo de 1 mg.mL™". A ionizagéo por electrospray (modo positivo) foi
realizada em voltagem de 4,5 kV, skimmer de 50 V fluxo de gas nitrogénio a
250 e 30 L.h".

e Os espectros de RMN uni- e bidimensionais foram adquiridos em um
equipamento Bruker modelo DRX500, operando a 500 MHz para a frequéncia
do hidrogénio. Para preparo das amostras, foram utilizados CDCls (99,96%)
contendo 0,05% de tetrametilsilano (TMS) e D,O (99,00%) contendo 0,05%

do acido trimetilsililpropiénico (TSP) (Cambridge Isotope Laboratories).

3.2. Material Vegetal

O material vegetal utilizado neste estudo foi devidamente identificado pela
Dra. Elsie Franklin Guimaraes (Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de
Janeiro), sendo uma exsicata depositada no Herbarium de acordo com o0s
codigos e localidades descritos nas Tabelas 2, 5 e 6. As espécies foram
coletadas com a autorizagédo para atividades com finalidade cientifica do Instituto

Florestal (SMA N° 40.272/2006) e Sisbio/MMA (N° 15780-2).

3.3. Filogenia molecular

3.3.1. Preparo do material vegetal

Para as andlises moleculares, as folhas foram divididas em pequenos
fragmentos (aproximadamente 1 mm) e imediatamente colocadas em tubos
plasticos contendo silica com indicador de umidade, sendo assim mantidas até a

ocasido da extragdo do DNA, com monitoramento frequente das condigdes da
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silica.
As folhas frescas foram coletadas e mantidas em nitrogénio liquido, sendo

entdo submetidas a extragéao.

3.3.2. Extracao de DNA

Cerca de 30-50 mg de folhas frescas e folhas secas em silica gel foram
trituradas com N liquido, diretamente em microtubo de 1,5 mL. A extracdo do
DNA total foi feita com 2 x CTAB (brometo de hexadecil trimetil aménio catidnico
2%, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl pH 8, polivinilpirrolidona 1%, 2-
mercaptoetanol 2%) segundo o procedimento de Doyle (Doyle and Doyle, 1987)
e Ferreira (Ferreira and Grattapaglia, 1996).

Para algumas amostras de DNA foi realizada uma segunda extracao,
ressuspendendo o material com 700 pL de CTAB, incubado a 60-65°C por 30
minutos, com agitacdo a cada 10 minutos. Foram feitas duas extracdes com
cloroférmio, invertendo o material por 5 minutos. Este foi centrifugado a uma
velocidade de 12.000 rpm durante 5 minutos, seguido da adi¢cdo de 80 pL de
NH;OAc 7,5 M juntamente com 1,2 mL de isopropanol 70% frio (-20 °C) e
levado ao refrigerador a temperatura de -20 °C por 40 minutos. O material foi
retirado do refrigerador e centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos, seguido de
duas lavagens do pellet com etanol 70%, sendo deixado em repouso por 10
minutos, centrifugado a 7.000 rpm por 3 minutos, descartando-se o
sobrenadante e ressuspendendo o material em 100uL de tampéo TE (10 mM
Tris-Cl pH 8 e 1 mM de EDTA). A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose 1%, utilizando-se tampéo TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 20

mM acido acético,1 mM EDTA).
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3.3.3. Quantificacao do DNA e RNA

A quantificagdo do DNA e RNA total extraidos foi realizada no
espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific) mensurado no comprimento de
onda 260 e 280 nm, e a pureza de ambos foi estimada em relagao a razao dos

comprimentos de onda de Axgo/Azso, Azeo/Azgo € Asso/Acao (Farrell, 2010).

3.3.4. Amplificacao das regioes ITS e psbA-trnH e sequenciamento

As amostras de DNA foram submetidas a reagdes de amplificagdo em
termociclador para a regido do cloroplasto ndo codificante psbA-trnH e para a
regiao ITS do DNA nuclear, empregando-se o0s iniciadores descritos na Tabela

1.

Tabela 1. Seqiiéncias dos iniciadores ITS e psbA-trnH.

Iniciadores Sequéncias Referéncias
HgS D 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'  (Jaramillo and Manos,
ITS4 R 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 2000
psbA-trnH
trnH D 5:-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC- (Storchova and Olson,
psbA R g’-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-S' 2007

As reacdes de amplificacdo foram preparadas com 2 uL de DNA
genbémico; 0,25 uL de Tag DNA polimerase (Applied Biosystems®); 2,5 uL de
dNTPs (2 mM cada); 1 uL de cada iniciador na concentragdo de 10 uM; 3 uL de
cloreto de magnésio 1,5 M; 5uL do tampao 10X. A amplificagao foi realizada com
o sistema termociclador modelo MyCycler Thermal Cycler (BioRad®), com as

seguintes programacgdes:
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ITS: um ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por 4 minutos; 30 ciclos de:
desnaturacao a 94°C por 45 segundos, anelamento a 48°C por 30 segundos, e
extensdo a 78°C por 1 minuto e 15 segundos; e um ciclo final de extensdo a
72°C por 7 minutos.

psbA-trnH: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; 36 ciclos de:
desnaturagdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 58°C por 20 segundos e
extensdo final a 72°C por 1 minuto; e um ciclo de extenséo final a 72°C por 4
minutos.

Para a verificacdo da amplificagdo, uma aliquota dos produtos
amplificados foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, adicionada de
GelRed (Biotium), e a visualizacao foi feita em transluminador juntamente com
padrao de fragmentos de DNA (EZ Load 100 pb molecular ruler; BioRad®). Para
purificacdo dos produtos satisfatoriamente amplificados foi utilizando o kit GFX™
PCR DNA and gel band purification kit (Amersham Biosciences®). As reacdes de
seqlienciamento foram preparadas com o kit BigDye®Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®), de acordo com os protocolos fornecidos
pelo fabricante. O sequUenciamento foi realizado no sequenciador
MegaBACE™1000 DNA Sequencing System, disponivel no Instituto de Quimica-
USP. Estes procedimentos foram realizados de acordo com os encontrados na
literatura (Davin et al., 1997; Deutscher, 1990; Halls and Lewis, 2002; Halls et al.,

2004; Nakatsubo et al., 2008; Ralph et al., 2006; Ralph et al., 2007).

3.3.5. Analise filogenética
Para as analises da regiao de ITS e psbA-trnH, um total de 41 espécies

de Piper, coletadas em diferentes localidades do Brasil (Tabela 2) foram
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examinadas. Para a andlise das sequéncias e construcdo da matriz foram

incluidas 60 sequéncias de Piper obtidas no banco de dados GenBank NCBI

(National Center for Biotechnology Information), totalizando 95 espécies (Dyer

and Palmer, 2004; Jaramillo and Manos, 2001; Jaramillo et al., 2008). Para as

analises de psbA-trnH foram utilizadas 16 espécies de Piper.

As espécies Saururus cernuus e Houttuynia cordata, ambas da familia

Saururaceae, foram inseridas na andlise como grupos externos. As familias

Saururaceae e Piperaceae pertencem a ordem das Piperales e sao

consideradas familias irmas em analises filogenéticas recentes (Jaramillo and

Manos, 2001).

Tabela 2. Espécies de Piper utilizadas nas analises filogenéticas.

. Inici?dores
Espécies de Piper :‘:lolgfla Eglt;:e Procedéncia ITSna"?sdb(f-trnH
P. aduncum K-057 30/06/2006 Ubatuba (SP) X X
P. aequale K-962 19/02/2008 Carajas (PA) X -
P. aleyreanum K-966 19/02/2008 Carajas (PA) X -
P. amalago K-110 16/12/2000 Riacho Grande (SP) X -
P. amplum K-818 03/12/2006 Praia do Félix, Ubatuba (SP) X -
P. anisum oo 16/10/2005 ﬁiﬂggg‘ﬁgys me livre, X -
P. arborescens K-349 08/02/2003 Ubatuba (SP) X -
P. arboreum K-053 02/03/2009 1Q-USP, Sao Paulo (SP) X X
P. caldense K-842 29/10/2004 Ubatuba (SP) X -
P. callosum K-161 02/03/2009 IQ-USP, Sao Paulo (SP) X -
P. carniconnectivum K-976 21/02/2008 Sao Paulo (SP) X -
P. cernuum K-137 02/03/2009 1Q-USP, Sao Paulo (SP) -
P. crassinervium K-091 02/03/2009 1Q-USP, Sao Paulo (SP) - X




Tabela 2. Conclusao.
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. Inici?dores
Espécies de Piper (';lolg?a E:It;:e Procedéncia ITgna"S:sdbcf-trnH
P. cubataonum K249 09/07/2002 Eraé%zm‘::'gzi' Paulo (SP) X X
P. diospyrifolium K-431 01/10/2004 1Q-USP, Sao Paulo (SP) X -
P. flavoviride K-098 08/01/2000 Araraquara (SP) -
P. fuligineum K-720 25/06/2006 Araraquara (SP) X
P. gaudichaudianum  K-031 02/03/2009 IQ-USP, Séao Paulo (SP) -
P. glabratum K-901  19/05/2007 Araraquara (SP) X -
P. hemmendorffii K-1061 02/03/2009 |Q-USP, Sao Paulo (SP) X -
P. hostmannianum K-983 21/02/2008 Carajas (PA) X -
P. lhotzkycuyabanum K-900 19/05/2007 Aquidauana (MS) X -
s Ko R0 et X
P. magnificum K-491 15/11/2004 Manaus (AM) X -
P. malacophyllum K-448 16/10/2004 Capao Bonito (SP) X -
P. marginatum E:ggg 01/05/2002 (B:IQA”;O 540 José, Manaus X X
P. mikanianum K-1154 12/08/2009 Marqués de Souza (RS) X -
P. pellitum K-960 19/02/2008 Carajas (PA) X -
P. peltatum K-599 10/06/2005 Santa Teresa (ES) X -
P. permucronatum K-310 27/10/2002 1Q-USP, Sao Paulo (SP) X -
P. regnellii K-242  25/04/2001 1Q-USP, Sao Paulo (SP) X X
P. reitzii K-1197 19/02/2010 Juquitiba (SP) X -
P. reticulatum K-970 01/02/2008 Carajas (PA) X
P. richardiaefolium ~ K-290  01/09/2002 Ut')';‘; gg (%‘g;’o"ad"’ X X
P. scutifolium K-281 02/03/2009 1Q-USP, Sao Paulo (SP) - X
P. solmsianum K-487 02/03/2009 1Q-USP, Sao Paulo (SP) X -
5 . ,;"s’gffr’r’)“m Var 1.8gs  02/03/2007 Guaraquegaba (PR) X
P. truncatum K-112  02/03/2009 1Q-USP, Sao Paulo (SP) - X
P. tuberculatum K-169 24/04/2006 Ananindeua INPA (AM)
P. umbellatum K-671 02/03/2009 IQ-USP, Sao Paulo (SP) -
P. xylosteoides K-1141 07/08/2009 D. Pedro de Alcantara (RS) X -
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Tabela 3. Espécies de Piper cujas sequéncias de ITS foram obtidas do banco de

dados NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Espécies N° de acesso Data de Acesso
P. arboricola AY572319 07/2013
P. argyrophyllum EU581107 07/2013
P. arieianum AF275163 07/2013
P. attenuatum EU581110 07/2013
P. augustum AF275165 07/2013
P. auritum AF275175 07/2013
P. baccatum EU581124 07/2013
P. bartlingianum EU581125 08/2009
P. betle EU581124 07/2013
P. boehmeriifolium AF275204 07/2013
P. caninum EF060066 07/2013
P. capense EU581143 07/2013
P. cenocladum EF056239 07/2013
P. cernuum EF056242 07/2013
P. corcovadense EU581165 08/2009
P. crassinervium EU581172 07/2013
P. cubeba EF060070 07/2013
P. darienense AF275181 07/2013
P. dilatatum EU581179 08/2009
P. divaricatum EU581183 08/2009
P. excelsum AF275193 07/2013
P. fimbriulatum EF056251 07/2013
P. gaudichaudianum EU581214 08/2009
P. glabratum EU581215 07/2013
P. guayranum EU581227 07/2013
P. guineense EU581229 07/2013
P. hancei EU581232 07/2013
P. hispidum EU581241 08/2009
P. hoffmannseggianum EU581246 08/2009

P. imperiale EF056263 07/2013




Tabela 3. Conclusao.

Espécies N° de acesso Data de Acesso
P. kadsura EF450290 07/2013
P. klotzkyianum EU581266 08/2009
P. lanceifolium EU581272 07/2013
P. lolot AY326208 07/2013
P. longum EF450288 07/2013
P. methysticum EU581298 07/2013
P. mollicomum EU581300 09/2009
P. mollissimum EF060075 07/2013
P. mullesua AF203634 07/2013
P. multiplinervium AF275168 07/2013
P. nigrum AF 275197 09/2009
P. nudibaccatum EU581318 07/2013
P. obliquum EU581325 09/2009
P. ovatum EU581330 07/2013
P. piscatorum EU581342 09/2009
P. puberulum EU581360 07/2013
P. retrofractum AF275196 07/2013
P. rugosum EU581374 07/2013
P. sanctum EU581381 07/2013
P. sarmentosum EF060082 07/2013
P. scutifolium EU581389 09/2009
P. semi-immersum EU581391 07/2013
P. solmsianum EU581392 09/2009
P. tricuspe AY326225 07/2013
P. truncatum EU581423 09/2009
P. umbellatum AF275172 09/2009
P. villiramulum EU581441 07/2013
P. wallichii EU581444 07/2013
Houttuynia cordata AF275212 08/2009
Saururus cernuus AF275211 08/2009

54
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3.3.6. Alinhamento da matriz de dados moleculares

As seqléncias foram alinhadas utilizando o programa ClustalX (Thompson
et al., 1997) e BioEdit (Hall, 1999), sendo modificadas através de inspecao
visual. A partir do alinhamento dos dados obteve-se uma matriz com 716

caracteres moleculares para ITS e 314 para psbA-trnH.

3.3.7. Maxima Parciménia

A analise filogenética foi realizada com o programa PAUP v. 4.0 utilizando
o algoritmo de maxima parcimdnia para a constru¢do da arvore. Para avaliagao
da consisténcia dos clados foi empregado o método bootstrap (Felsenstein,

1985).

3.3.8. Anadlise Bayesiana

A analise Bayesiana foi realizada com os dados de ITS através do
programa MrBayes, versdo 3.1.2 para Windows. O modelo evolutivo General
time reversible + gamma + Proportion Invariant (GTR+1+G) foi determinado
através do programa MrModeltest versdo 2.3. O numero de buscas realizadas foi
de 1.000.000, com duas corridas simultdneas independentes sendo que o
numero de cadeias foi igual a 4 para cada corrida.

O estudo da filogenia molecular envolveu a definicdo de estratégias e de

metodologias que teve a colaboracao do Prof. Antonio Salatino (IB-USP).

3.3.9. Reconstrucao de caracteres quimicos
Com a finalidade de mapear os caracteres quimicos, foi construida uma

matriz de dados quimicos obtidos de estudos que vem sendo realizados no
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Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) no IQ-USP e também
através dos dados publicados. O LPQN e colaboradores vém, ao longo de anos,
desenvolvendo estudos sobre a composicao quimica das espécies brasileiras
pertencentes a Piperaceae, e estes dados foram empregados neste estudo.

Os caracteres quimicos foram analisados quanto a sua presenca ou
auséncia nas diversas espécies, e incluiram amidas, lignanas/fenilpropanoides,
acidos benzoicos, cromenos e alquenilfendis (Tabela 4). O estado de caracter (-)
indica auséncia e (+) presenga, conforme matriz de dados quimicos construida
no programa Mesquite versdo 2.6 para realizar a reconstrugdo dos caracteres

sobre a arvore mais parcimoniosa, obtida pelo método de maxima parciménia.

Tabela 4. Distribuicao das classes de metabdlitos secundarios em espécies de
Piper selecionadas. (+) : presenca.(-) : auséncia/nao detectado. LQPN -

espécies em estudo no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais - IQ-USP.

Fenilpro-
panoides

Acidos Alquenil

b <. Referéncias
Benzoicos -fenodis

Espécie Amidas  Lignanas Cromenos

(Baldoqui et al., 1999;
Lago et al., 2009;
Morandim et al., 2005;
Moreira et al., 1998;
Navickiene et al., 2006;
P. aduncum + - + + + - Orjala et al., 1993a;

Orjala et al., 1993b);
(Batista et al., 2008;
Leite et al., 2007;
Parmar et al., 1997;
Parmar et al., 1998)

P. aequale - + - - - - (Maxwell et al., 1999)
(Achenbach et al.,
P. amalago + + - - - - 1986; Parmar et al.,
1997)
P. amplum - + - - - - LQPN
P. anisum - - - - - + (Marques et al., 2008a)
P. arborescens + + - - - - (Lee et al., 2004;
) Parmar et al., 1997)
P. arboreum + - - - - - (da Silva et al., 2002)
P. arboricola + - - - - - (He, 1981; Ho, 1981)
P. argyrophylum + + - - - - (Singh et al., 1996)
P. argyrophylum + + - - - - (Singh et al., 1996)

P. arieianum - - - - + - (Green et al., 1999)
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Tabela 4. Continuagao.

Espécie Amidas  Lignanas :::2%:; Cromenos Bé'\nczig;so s Iﬂgr‘:z?s" Referéncias
P. attenuatum + - - - - (Desai et al., 1990)
P. augustum + - - - - (Delgado et al.)
(Ampofo et al., 1987;
P. auritum i} R . . R Gupta et al., 1985;
’ McBurnett et al., 2007;
Nair et al., 1989)
P. baccatum + + - - - (Nobuiji et al., 1986)
P. bartlingianum + - - - - (Kijjoa et al., 1982)
R R R (Gragasin et al., 2006;
P. beltle * * Murata et al., 2009)
(Desai et al., 1990;
, o Desai, 1989; Pradhan
P. boehimerifolium + + - - - et al., 1994: Xinxia et
al., 2005)
(Cardozo and Oliveira
P. caldense + - - + - Chaves, 2003; Freitas
et al., 2009)
P. callosum . . . B B (Maia et al., 1993;
. Pring, 1982)
P. caninum + B N B B (Ma et al., 2004a; Ma et
) al., 2004b)
(Green and Wiemer,
P. canense + + . R R 1991; Green et al.,
- cap 1991; Pedersen et al.,
2009)

P. cenocladum . R . R R (Dodson et al., 2000;
. Richards et al., 2001)
P. cernuum - + + - - (Danelutte et al., 2005)

P. corcovadense + - - - - (Costa and Mors, 1981)
R R } R (Lago et al., 2004;
P. crassinervium + + Lopes et al., 2008)

P. cubataonum - + + - - LQPN

(Bodiwala et al., 2007;

P. cubeba - + - - - Harmatha and Nawrot,
2002)

. ] _ ; (Meléndez-Rodriguez

P. darienense + + et al., 2000)

. ) } ) (Terreaux et al., 1998)
P. dilatatum + + LQPN
P. diospyrifolium - - - - + LQPN
L R R (Avella et al., 1994,
P. dvaricatum * * * Bezerra et al., 20082)
(Briggs et al., 1968;
P. excelsum - + - - - Russell and Fenemore,
1973)
P. fimbriulatum - + - - - (Solis et al., 2005)
P. fuligineum - + - - - LQPN
P (Lago et al., 2004,
P - - + + - Lopes et al., 2007;
gaudichaudianum Ramos et al., 2009)
P. glabratum - - - + - (Flores et al., 2008)
P. glabratum - - - + - (Lago et al., 2004)
R . R R (Maxwell and

P. guayranum * Ramprasad, 1989)

; B i} B R (Scott et al., 2005; Su
P- guineense * and Sondengam, 1980)
P. hancei . . i} B B (Han et al., 1992; Stéhr

et al., 2001)




Tabela 4. Continuagao.

58

Espécie Amidas  Lignanas ::::)Ii’:;gs- Cromenos B:nczig%sos ﬂg:gins" Referéncias
(Alécio et al., 1998;
P. hisoidum . R . . + R Friedrich et al., 2005;
- Nisp Navickiene et al., 2000;
Vieira et al., 1980)
P.
hoffmannseggianu + - - - - - (Marques et al., 2007)
m
. ] ] ] B (Lago et al., 2009; Lago
P. hotsmannianum + + et al., 2004)
P. imperiale + - - - - - (Richards et al., 2005)
(Jiang et al., 2003; Kuo
P. kadsura + + - - - - et al., 2000; Lin et al.,
2006; Ma, 1992)
P. klotzschianum - - - + - - (Lago et al., 2007)
(Do, 2001; Li et al.,
P. lolot + - + - - - 2007; Luger, 2002; Vu
et al., 2004)
P. lonaum . + . . R + (Atal et al., 1966; Desai
- long! etal., 1988)
P. magnificum - + - - - - LQPN
P. mallacophyllum - - - - + LQPN
(Chaves and Santos,
2002; Chaves et al.,
; 2006; Parmar et al.,
P. marginatum + - + - + + 1997; Reigada et al
2007; Santos et al.,
1998)
(Dragull et al., 2003;
P. methysticum + - - - - - Jaggy and Achenbach,
1992)
P. mollicomum - - - + - - (Lago et al., 2007)
P. mollissimum - - + - - - (Ahmad et al., 2000)
(Srivastava et al.,
2000a; Srivastava et
P. mullesua . . . . R R al., 2000b; Srivastava
’ etal., 2001a;
Srivastava et al.,
2001b)
P. multiplinervium - - - - + - (Ruegg et al., 2006)
(Chatterjee et al., 2007;
Lee et al., 2008; Scott
P. nigrum . + . i} B B et al., 2008; Srinivasan,
- Mg 2007; Sumathykutty
and Madhusudana,
1988)
P. nudibaccatum + - - - - - (Stoéhr et al., 2001)
(Rodrigues Silva et al.,
P. ovatum + - - - - - 2008; Silva et al.,
2009a)
P. peltatum + - + - - - (Nunes et al., 2005)
P. permucronatum - + - - - - LQPN
P. piscatorum + - - - - - (McFerren et al., 2002)
i} i} R R (Wu et al., 1994; Zhang
P. puberulum + + et al., 1995)
P. reanelii i} + N i} . R (Benevides et al., 1999;
- eg Luize et al., 2006)
P. reticulatum + + - - - - LQPN
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Tabela 4. Conclusao.

Fenilpro- Cromenos Acidos Alquenil

¢ h s Referéncias
panoides Benzoicos -fendis

Espécie Amidas  Lignanas

P. retrofactum

(Baneriji et al., 2002;

Bodiwala et al., 2007;
Matsuda et al., 2008;
Morikawa et al., 2009)

P. richardiaefolium

LQPN

P. rugosum

(Maxwell and
Rampersad, 1991)

P. sanctum

(Hansel and Leuschke,
1976; Mata et al., 2004)

P. sarmentosum

(Stohr et al., 2001)

P. scutifolium

(Marques et al., 2007)

P. semiimersum

(Stéhr et al., 2001)

P. solmsianum

(Martins, 2002; Martins
et al., 2000; Martins et
al., 2003)
LQPN

P. tricuspe

(Vega et al., 2008)

P. truncatum

(Raimundo et al., 2009)

P. tuberculatum

(da Silva et al., 2002;
Navickiene et al., 2000;
Navickiene et al., 2003)

P. umbellatum

(Nunez et al., 2005;
Tabopda et al., 2008)

P. virillamurum

(Galinis and Wiemer,
1993)

P.obliquum

(Valdivia et al., 2008)

P.wallichi

(Stéhr et al., 2001; Yun
et al., 2005; Zhao and
Ruan, 2006)

Saururus cernuus

(Hossain et al., 2005;
Kubanek et al., 2000;
Rao and Reddy, 1990)

Houttuynia cordata

(Probstle and Bauer,
1992; Tsui and Brown,
1996)

3.4. Preparo dos extratos para analise por RMN de 'H

Todas as espécies utilizadas para as andlises do perfil quimico por RMN
de 'H (Tabelas 5 e 6) foram preparadas utilizando uma mesma metodologia
otimizada. Os extratos foram preparados com aliquotas de 500 mg das folhas
secas, que foram trituradas com N liquido, e extraidas com uma mistura de 5
mL de metanol: agua (1:1 v/v) e 5 mL de cloroférmio. Essa mistura foi colocada

no vortex por 30 segundos, seguido por 1 minuto no ultrassom, sendo
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centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos. O procedimento foi repetido
novamente. Apos esse processo, foram retirados da mistura 3 mL de cada fase,
secas e submetidas as andlises. Esta metodologia foi baseada no trabalho

realizado por Choi (Choi et al., 2005).

Tabela 5. Espécies de Piper analisadas por RMN de 'H e por PCA.

Espécie Cédigo no PCA  N° da coleta Local da coleta
P. aduncum P.adun A K-968 Carajas (PA)
P.adun B K-908 Araraquara (SP)
P.adun C K-509 IQ-USP, Séo Paulo
P. aleyreanum P.aleyr K-966 Carajas (PA)
P. amalago P.amal K-110 Riacho Grande (SP)
P. amplum P.amplum K-1204 Ubatuba (SP)
P. arboreum P.arboreum A K-1001 Séo Paulo (SP)
P.arboreum B K-053 IQ-USP, Sao Paulo
P. caldense P.cald A K-930 Ubatuba (SP)
P.cald B K-620 IQ-USP, Sao Paulo
P. callosum P.callosum K-161 IQ-USP, S3o0 Paulo
P. carniconnectivum P.carnic K-991 Carajas (PA)
P. cernuum P.cern A K-1196 Juquitiba (SP)
P.cern B K-137 IQ-USP, Sao Paulo
P. crassinervium P.crass A K-091 IQ-USP, Sao Paulo
P.crass B K-1003 Parauapebas (PA)
P.crass C K-091 IQ-USP, Sao Paulo (SP)
P. cubataonum P.cubat A K-939 Alto Carapad (MG)
P.cubat B K-1331 Itatiaia (RJ)
P.cubat C 1Q IQ-USP, Sao Paulo (SP)
P. dilatatum P.dilat A K-971 Carajas (PA)
P.dilat B K-998 Parauapebas (PA)
P. diospyrifolium P.diosp K-431 IQ-USP, Séo Paulo (SP)
P. flavoviride P.flavov K-098 IQ-USP, Sao Paulo (SP)
P. fuligineum P.fulig K-676 IQ-USP, Séo Paulo (SP)
P. gaudichaudianum  P.gaudi A K-489 Ubatuba (SP)
P.gaudi B K-031 IQ-USP, Sao Paulo
P. hemmerdorffii P.hemm K-1061 IQ-USP, Séo Paulo
P. hostmannianum P.hostm K-983 Carajas (PA)
P. lhotzkianum P.lhotz K-1183 Goncalves (MG)
P. marginatum P.marg A K-969 Carajas (PA)
P.marg B K-715 IQ-USP, Sao Paulo
P. nigrum P.nigrum k-1113 IQ-USP, Séo Paulo
P. permucronatum P.permuc K-850 Ubatuba (SP)
P. regnellii P.regn A K-1155 Lageado (RS)
P.regn B K-1077 Ubatuba (SP)
P.regn C K-424 IQ-USP, Sao Paulo
P. richardiaefolium P.rich A K-854 IQ-USP, Sao Paulo
P.rich B K-1214 Ubatuba (SP)
P.rich C K-839 IQ-USP, Séo Paulo
P. scutifolium P.scut A K-923 Ubatuba (SP)
P.scut B K-1212 Ubatuba (SP)
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Tabela 5. Conclusao.

Espécie Caddigo no PCA  N° da coleta Local da coleta

P. solmsianum P.solm A K-1368A Ubatuba (SP)
P.solm B K-1368B Ubatuba (SP)
P.solm C K-1368C Ubatuba (SP)

P. truncatum P.trunc K-112 IQ-USP, Sao Paulo

P. tuberculatum P.tuberc K-169 IQ-USP, Sao Paulo

P. umbellatum P.umb K-671 IQ-USP, Sao Paulo

3.5. Analise de componente principal

As andlises de RMN de 'H foram realizadas no instrumento Bruker
DPX500, operando em frequéncia de hidrogénio igual a 500,13 MHz. Os extratos
da fase organica foram solubilizados em 800 uL de CDCI; (99,8%) contendo
0,05% de TMS (tetrametilsilano) e os extratos da fase hidroalcodlica foram
solubilizados em D,O (99.00%) contendo 0,05% do &cido trimetilsililpropiénico
(TSP) (Cambridge Isotopes Laboratories). Os extratos foram analisados
seguindo os seguintes parametros: pulsos de 4,0 us (90°), 128 scans, 64 k data
point e tempo de relaxacdo de 1,0 s. Os espectros foram processados no
programa MestReC (versao 4.8.6.0, MestreLab) com LB de 0,3 Hz, e calibrados
com referéncia ao sinal de hidrogénio residual do CDCl3, sendo o TMS e o TSP
utiizados como padrées internos (ambos a 0 ppm). Os espectros foram
integrados a cada 0,02 ppm em uma janela de & 0,30-10,00 ppm. A regiao entre
0 7,25 - 7,27 (sinal residual do solvente) e & 1,26-1,28 ppm (sinal de acidos
graxos) foram removidas das analises estatisticas. Os dados de deslocamento
quimico e intensidade dos picos foram compilados em uma tabela no programa
Excel, normalizados pela média e processados utilizando o software The

Unscrambler (version 9.5 CAMO Process AS, Norway).
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Para a analise do perfil quimico das espécies de P. solmsianum, foram

coletados individuos de 4 diferentes localidades no Brasil (Tabela 6). O método

de extragdo, analise por RMN de 'H e por PCA foram realizadas como descrito

no item 3.4. Os espectros uni e bidimensionais das amostras analisadas

encontram-se nos Apéndices 1,2 e 3.

Tabela 6. Caracteristicas morfoldgicas das espécies de P. solmsianum.

Nome da N° de Local da Caracteristicas das folhas Caracteristicas das N° da
amostra amostras coleta inflorescéncias exsicata
Grupo A 16 CUASO - SP | Folhas com peciolo 1,5-4,5 cm compr., glabro; | Espiga 3,1-8,4 x 0,2-0,3 cm, na | K-1384
bainha alargada na base, constituindo um | frutificagdo atingem 0,6 cm de | (Medeiro
canal, 1,5-2,3 cm compr., margem com ala | didm., alvo-esverdeada, ereta; | s, 2006)
caduca, quando presente a ala é | flores aglomeradas; pedunculo
membranéceo-hialina, percorrendo quase toda | 0,7-1,2 cm compr., glabro,
a extensdo do peciolo; lamina 5,7-19,4 x 3,5- | subestriado; raque  glabra,
14,9 cm, ovada, membrandcea, glabra em | estriada; bractéola convexo-
ambas as faces com glandulas translicidas, | arredondada, peltada-
base simétrica truncada, obtusa, cordada | concrescida, glabra com
decurrente em diregdo ao peciolo, dapice | pedicelo piloso; estames 4,
agudo, acuminado, margem revoluta; padrdo | anteras oblongas com filetes 1-
de nervagdo camptédromo-acrédromo, com | 1,5 mm compr., castanhos;
tendéncia camptédromo na base e acrédromo | ovario 1,8-2 mm compr., ovado,
no é&pice, nervuras primaria castanho- | ovado-eliptico, glabro, estigmas
amarelada, proeminente na face abaxial, | 3, filiformes, reflexos, sésseis.
subimpressa a plana na face adaxial, nervuras | Drupa obpiramidal, trigonal,
secundarias 5-7 pares, alternas, ascendentes | glabra, estigmas persistentes.
em relacdo a primdria, proeminentes na face
abaxial, aplanada na face adaxial, dispostas e
atenuadas em direcdo ao 4pice; nervuras
intersecundarias presentes, nervura terciarias
laterais e axiais.

Grupo B 15 Ubatuba - SP | Arbustos ou subarbustos, 0,5-4,5 m de altura. | Flores com bracteas 0,7-0,8 mm | K-1368
Haste decumbentes ou vertical; entrends | de largura, triangular para
superiores glabros com cera epicuticular, 6,7- | arredondada, coéncava, ciliados
14,1 cm. Folhas glabras, com granulos de cera | branco. Anteras 0,5 mm de
epicuticulares visiveis nas amostras secas. | comprimento. Fruto obovoéide,

Peciolo com 18-65 mm de comprimento, | 0,8-1 mm de largura, trigonal-
canaliculado, as vezes revestindo parcialmente | obpiramidal, glabro; estigmas 3,
ou completamente o tronco, quando pode ser | sésseis a linear, as vezes
alado e sulcado por todo comprimento do | persistente.
peciolo. Laminas raramente assimétricas,
ovadas a cordiforme, 8,6-14,5 cm de
comprimento, 6,9-14 cm de largura (taxa
média 1:1), coridceas, glabras em ambas as
faces, base raramente assimétrica, obtusa a
cordiforme, apice curto ao longo acuminado;
venacdo com 4-6 pares de nervuras
secundarias provenientes da base, e um par a
partir da parte inferior da veia central; veias
glabras, salientes, de cor amarelada; margem
revolutas. Inflorescéncias em espigas com 6,7-
14,1 cm de comprimento, retas, bractéolas
(profilo associado) com 10-20 mm, glabro,
escuro quando seco.
Grupo C 14 Idem ao grupo D Idem ao grupo D K-1329

Teresopolis-
RJ
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Grupo D

13

Itatiaia - RJ

Folhas com peciolo 2,5-6,5 cm, estriado e
com bainha alada, membranaceo-hialina,
percorrendo toda a sua extensao; profilo 1-2,5
cm compr., lanceolado; lamina 13-21 x 9,5-21
cm, ovada, base ligeiramente assimétrica,
truncado arredondada, as vezes cordada,
abruptamente  decorrente, apice agudo,
discolor, papiracea, translicido-glandulosa,
glabra em ambas as faces, camptédroma, com

Espigas 5,5-8 x 0,5-0,6 cm,
opostas as folhas, solitéarias,
eretas, alvas; pedinculo 0,8-2
cm compr.; raque glabra;
bractéola arredondada,
subcrescente-peltada, glabra na
parte superior, vilosa na inferior;
estames 3; ovéario com estilete
curto, ca. 0,3 mm compr., ou

ausente.  Fruto
trigonal, glabro;
curvados.

6-8 nervuras secundarias de cada lado,
dispostas até o apice.

obpiramidal-
estigmas 3,

K-1316
(Monteiro
and
Guimara
es, 2009)

3.6.2. Perfil genético de P. solmsianum por analise de microssatélites

O desenvolvimento dos microssatélites para P. solmsianum (Tabela 7) foi

realizado no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) pela doutoranda Paula F.

Lima, sob a orientagdo do Dr. Carlos Colombo. A descricdo do desenvolvimento

da biblioteca enriquecida de microssatélites, bem como a selecao das coldnias e

desenho dos iniciadores esta detalhada no Anexo 1.

Tabela 7. Iniciadores utilizados para andlise de microssatélites em P.

solmsianum

Iniciador Repeticao Cadigo Sequéncias 5'-3' Alelos (pb)

GeneBank

Psol3 (TG)12 JQ924478 D CACGACGTTGTAAAACGACGCGGATCTTACCAGAATCAG 256-272 (8)
R GAGTAGCCTTTGGTTGTTGC

Psol6 (CT)o(CA)s JQ924481 F CACGACGTTGTAAAACGACCTCTTGGCAAAAGTCACCTG 254-266 (6)
R ATCCCATACCGATCTCCTTC

Psol9 (AC)s JQ924484 F CACGACGTTGTAAAACGACGGAACCCACGAGTTTCTTG 180-202 (6)
R GGGGTCCTTTTTACGTTGAG

Psol10 (TG)o JQ924485 F CACGACGTTGTAAAACGACCAGACGGATTCCCACTGAT 228-238 (5)
R GGACTTGTAACCCATCGAGA

Psol11 (TG)10 JQ924486 F CACGACGTTGTAAAACGACTTATTTGGTTGGAGCTGTGTG 106-118 (6)
R CCACGGTGGGTTATCACAC

Psol15 (GT)e JQ924490 F CACGACGTTGTAAAACGACCGCGGACTAACCAGAGTTAC 145-151 (2)
R GCCACAAAAACCCACTCA

Psol16 (GT)7 JQ924491 F CACGACGTTGTAAAACGACGAAGTCCTAACGGACCTGTG 166-214 (3)
R GAGGTGTTGTTGATGTGAGC

Psol17 (CA)7 JQ924492 F CACGACGTTGTAAAACGACTATTCCCATGCGAGATGC 392-430 (7)
R CGGCATAACCACTAAACCAC

Psol18 (GT)7 JQ924493 F CACGACGTTGTAAAACGACACTGTTGTGGACCTTGTTGC 152-166 (2)

R TGTATTAGGCCCCATCGAC
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3.7. Identificacao dos genes

Todas as sequéncias nucleotidicas dos genes envolvidos na biossintese

de lignanas/fenilpropanoides foram provenientes de P. solmsianum e sao

denominadas pelas iniciais da espécie (Ps) seguida da sigla que designa a

classe da proteina alvo. As proteinas resultantes da traducdo dos genes de P.

solmsianum expressos de forma heteréloga sé@o tratadas como recombinantes e

designados com a sigla r (recombinante) antes do nome. Esta etapa do trabalho

foi realizada durante o periodo de estagio no laboratério do Institute of Biological

Chemistry, WSU, sob supervisao do Dr. Norman G. Lewis.

3.7.1. Materiais, reagentes e enzimas
Para extragdo de RNA foi utilizado o kit Spectrum Plant total RNA (n° no
catalogo: STRN50, Sigma®) e para sintese de cDNA foi utilizado o kit
SuperScript Il first-strand synthesis system for RT-PCR (n° cat.: 18080-051,
Invitrogen®).
As reacoes de PCR foram preparadas com o kit GoTaqg DNA polymerase
(Promega®), com o tampao da enzima j& contendo 1,5 mM de MgCls.
Os produtos das amplificagées foram analisados pelo método de eletroforese
em gel de agarose 0,8%, contendo 0,5 ug.mL" de brometo de etidio, em
tampéao 1X TAE (80mM Tris; 40mM de acido acético glacial; 2,5 mM de
EDTA; pH 8,3), submetido a tensdo de 90V por 30-40 minutos. Em seguida,
foram visualizados em luz UV apds a migracao.
Para as amostras analisados em gel de agarose, foi utilizado como padrao de

tamanho dos fragmentos o0 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®).
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Para purificacdo dos produtos de PCR recuperados do gel de garose foi
utilizado o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen ®).

As sequéncias de genes alvos obtidos por reagdes de PCR foram inseridas
em vetores pCR-4, usado para transformar células competentes de E. coli
TOP 10 utilizando o kit TOPO TA cloning (n° cat. K4530-20, Invitrogen®). As
células transformadas foram plagueadas em placas de Petri contendo o meio
de cultura com o antibiético de escolha para selecao das col6nias resistentes.
A triagem das coldnias recombinantes foi feita por reagées de amplificagéo
por PCR de col6nia. Esta técnica consiste em encostar nas coldnias isoladas
com palitos estéreis e inocular nos tubos ja contendo o volume final da
reacao de PCR, com os iniciadores especificos para o inserto e para o vetor,
ajustando a temperatura de anelamento de acordo com os iniciadores
utilizados. Apos a reagao, os produtos sdo recuperados do gel, purificados e
enviados para sequenciamento.

O DNA plasmideal dos clones recombinantes foi preparado usando o kit
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega®).

Para obtencdo das sequéncias completa dos cDNA referentes aos genes
alvo, foi utilizado o kit Smart RACE cDNA amplification (cat. n°. 634914,
Clontech).

Para os sequenciamentos foi utilizado o kit DYEnamic ET terminators
sequencing (Amersham Biosciences®) em seqlenciador automatico
MegaBACE 500 (Amersham Biosciences®).

As células modificadas de E. coli contendo o gene alvo foram cultivadas em
meio Luria-Bertani (LB), constituido por 1,0% de triptona, 0,5% de extrato de

levedura, 1,0% de NaCl, em pH 7. O meio de cultura foi autoclavado e,
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posteriormente, resfriado a aproximadamente 55°C para adi¢éo do antibiético
seletivo. Para as placas, foi adicionado ao meio de cultura 15 g.L'" de agar
antes ser autoclavado, sendo em seguida resfriado a ~55°C para a adi¢éo do
antibiético e distribuido nas placas.

e Amostras dos clones contendo os genes alvo foram armazenadas a -80°C em
solugbes estéreis de glicerol:agua 1:1 (V/v).

e As etapas de purificagdo da proteina foram realizadas em camara fria a 4°C.
O fracionamento cromatografico dos extratos proteicos foram realizados no
sistema  de cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC) (GE
Healthcare®), com monitoramento a 280 nm.

e O meétodo Bradford (Bradford, 1976) foi empregado para determinar a
concentragéo das proteinas.

e Para analisar as fragdes proteicas foi utilizada eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) com gradiente de 4-15%, em tampao de Laemmli
em condicdo desnaturante. As proteinas foram visualizadas utilizando prata
(Morrissey, 1981).

e Para as analises das proteinas nos géis de poliacrilamida, foi utilizando o

BenchMark Protein Ladder (Invitrogen®).

3.7.2. Construcao dos oligonucleotideos

A estratégia adotada para o desenho dos iniciadores para amplificagéo
dos genes de interesse foi selecionar sequéncias de nucleotideos e proteinas da
classe das acetiltransferases, propenilfenol sintases e proteinas dirigentes,
identificar regidbes conservadas e desenhar os primers para estas regides. Um

exemplo da estratégia de amplificacdo € o alinhamento das sequéncias de
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nucleotideos que codificam para proteina dirigente em Forsythia intermedia e

Schizandra chinensis (Figura 8), com localizagdo dos iniciadores nas regides

conservadas.
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos que codificam proteinas dirigentes em

Forsythia intermedia e Schizandra chinensis (nimeros de acesso AF210061 e HQ428029,

respectivamente). As regides de consenso estdo marcadas com asterisco (alinhamento

clustalw).
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3.7.3. Estratégias para amplificacao dos genes

A abordagem experimental para a amplificacdo dos genes resumiu-se em
utilizar dois iniciadores internos baseados em regibes bastante conservadas
dentro das sequéncias utilizando cDNAs como molde para as reacoes de PCR.
Apos as reacdes de PCR, os produtos foram analisados em gel de agarose
0,8%, e as bandas amplificadas que apresentaram tamanho esperado para 0s
fragmentos foram excisados do gel e purificados. Esses produtos foram inseridos
no vetor pCR-4 e enviados para sequenciamento.

As sequéncias amplificadas foram comparadas com outras j& descritas no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), nas buscas com as ferramentas nucleotide Blast
(busca por nucleotideos similares em banco de dados de nucleotideos) e BlastX
(que busca informacoes de proteinas a partir de nucleotideos traduzidos). As
regides amplificadas que apresentaram similaridade acima de 50% com o gene
ou proteina alvo foram consideradas promissoras, sendo submetidas a
amplificagdo do cDNA completo pela técnica Rapid Amplification of cDNA Ends

(RACE).

3.7.4 Acetiltransferase (AcT)

Para a amplificagdo da regido do gene acetiltransferase em P.
solmsianum (PsAcT), foram desenhados iniciadores degenerados (Tabela 8)
baseados em sequéncias de peptideos descritas para Petunia hybrida PhCFAT
(n°. de acesso ABG75942) (Dexter et al., 2007) e Larrea tridentata (Vassao et
al., 2007). O tamanho esperado para os produtos de PCR foram: AcT Dirl +

AcT Rev1 =750 pb e AcT Dir2 + AcT Rev1 =400 pb.
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Tabela 8. Iniciadores utilizados para amplificagdo do gene AcT em P.

solmsianum.
Iniciador Sequéncia (5'-3")
AcT Dirt 5-CAYMGHGTBGCHGAYGCHTAY-3'
AcT Dir2 5'-GARTGYTTYWSHGCHTTYYTNTGG-3'
AcT Rev1 5-GGCATNGGCATNACRTANCC-3'

3.7.4.1. Teste dos iniciadores

As reacOes de PCR foram preparadas com 2 uL de cDNA; 1 U de GoTaq
DNA polymerase (Promega®); 10 mM de dNTPs; 10 uM de cada iniciador e 1,5
mM de cloreto de magnésio, com volume final de 20uL. O programa de PCR
com gradiente de temperaturas de anelamento (Tabela 9) utilizado para os
testes com os iniciadores foi: 96°C por 3 minutos; 45 ciclos de 96°C por um
minuto, 60°C-40°C por um minuto e 72°C por um minuto, e um ciclo final de

extensdo de 72°C por 7 minutos.

Tabela 9. Temperaturas de cada uma das linhas do termociclador.

Linhas

1

2

4

5

6

8

9

10

11

12

Temperaturas (°C)

40

40.5

3
41.5

43.2

45.5

48.4

7
51.7

54.6

56.8

58.4

59.6

60.0

3.7.4.2. Clonagem e sequenciamento dos amplificados AcT

As bandas mais promissoras foram recuperadas dos géis, inseridas no
vetor pCR-4 e transformadas em E. coli Top 10. O screening das coldénias com
inserto foi realizado por reagbes de PCR utilizando os iniciadores
correspondentes as regides de interesse: 95°C por 3 minutos, 30 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por um minuto, e um ciclo final
de extensdo de 72°C por 7 minutos. As bandas com tamanho esperado foram

recuperadas do gel e enviadas para sequenciamento.
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3.7.5. Propenilfenol sintase (PsPPS)

Para a obtengdo do gene PPS em P. solmsianum foram testados
iniciadores baseados em sequéncias ja descritas na literatura para isoeugenol
sintase de P. hybrida PhIGS (n° acesso: ABD17322) (Koeduka et al., 2008; Louie
et al., 2007). A primeira informacéo sobre o gene foi obtida com a amplificacéo
utilizando iniciadores degenerados direto PPS Dir-1 5'-
GGHGSHACHGGHTAYATHGG-3' e inverso PPS Rev-2 5'-
ARRTARTYNACRAARTADGC-3'" para gerar uma  sequéncia de
aproximadamente 400 pb. O BlastX apresentou similaridade com propenilfenol
sintases.

A sequéncia completa do cDNA foi obtida empregando-se a técnica
RACE, e confirmada através reagéo de PCR preparada com 2 puL de cDNA; 1 U
de Taq Pfu Turbo DNA Polymerase (Stratagene®) termoestavel e de alta
fidelidade; 10 mM de dNTPs; 10 uM de cada iniciador e 1,5 mM de MgCl, com
volume final de 20uL. Os iniciadores utilizados foram  PPS2 Dir 5'-
TTATGGATATGGTGAGAAGTCGAATTC-3' e PPS2 Rev 5'-
CGGTTCCGCAACCGGTGATGCATTCACACAC- 3'. A amplificacao foi realizada
com o sistema termociclador modelo MyCycler Thermal Cycler (BioRad), com
duas programacoes diferenciadas pelas temperaturas de anelamento: um ciclo
inicial de desnaturagdo a 95°C por 3 minutos; 29 ciclos de: desnaturacio a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C (reagdo 1) ou 60°C (reagdo 2) por 30
segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto; e um ciclo final de extenséo a 72°C
por 7 minutos. A sequéncia completa do gene foi inserida no vetor pCR-4 e

sequenciada para confirmagao.
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3.7.5.1. Construcao do vetor para expressao heteréloga do gene
PsPPS

Para expressao da proteina recombinante, o gene PsPPS foi inserido no
vetor de entrada pENT/TEV/D-TOPO. Este foi recombinado através da reagao
com as enzimas LR clonase com o vetor de destino pET 54, fundido com uma
cauda His-Tag na porcao N-terminal da sequéncia codificante (Gateway LR
clonase Il enzyme mix e Gateway Nova pET-54-DEST, Invitrogen®). O vetor pET
54 contendo o PsPPS foi usado para transformar as células de E. coliBL21 Star
(DE3) One Shot® Chemically Competent utilizando o kit pET Directional TOPO
Expression (n° cat.: K101-01, Invitrogen®). Todas estas tapas foram realizadas

seguindo os protocolos do fabricante.

3.7.5.2. Selecao das bactérias contendo os plasmideos
recombinantes

As células transformadas foram plaqueadas em placas de Petri contendo
15 mL de meio seletivo LB suplementado com o antibi6tico carbanicilina a
100ug.mL™", e incubadas overnight em estufa a 37°C.

Ap6s o periodo de incubacdo, algumas col6nias resistentes foram
selecionadas para realizar o PCR de col6nia. Ao final da reagcdo de PCR os
produtos da reagao foram visualizados em gel de agarose, e 0s que continham o
fragmento de tamanho esperado foram selecionados para extracdo do DNA

plamideal e enviados para sequenciamento para confirmacao.
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3.7.5.3. Expressao heterdéloga da proteina recombinante rPsPPS

Para realizar os ensaios de expressao, foram preparados pré-in6culos das
colénias das células BL21 (DE3) contendo o plasmideo com o PsPPS,
selecionadas em meio so6lido com antibiético e confirmadas por PCR.

Quatro colénias (A-D) foram selecionadas para analise dos niveis de
expressao em diferentes condigdes de crescimento. Estas colbnias foram
repicadas, individualmente, em 5mL de LB contendo o antibiético carbanicilina a
100ug.mL™", Os tubos foram incubados overnight a 37 °C em estufa sob agitacao
de 250 rpm, até densidade Optica mensurada a 600 nm (optical density, ODggp)
de 1,5.

As culturas foram entao diluidas na proporcao de 1:100 com 5 mL de LB
liquido contendo carbanicilina e crescidas, novamente, a 37°C durante
aproximadamente 3 horas até alcangcar ODggo de 0,5. Uma aliquota de 100 pL
desta cultura foi armazenada em -80°C em solugcdo aquosa de glicerol:agua
50%. O restante das culturas foram induzidas com isopropil-B-D-tiogalactosidase
(IPTG) a 0,5 M. As colbnias A e B foram mantidas em crescimento por 3 horas a
37°C e as coldnias C e D foram mantidas em crescimento por 15 horas a 18°C.
Apo6s os periodos de incubagéao, as células foram centrifugadas a 12000 rpm por
10 min a 4°C e os pellets foram armazenados a -20°C por pelo menos 5 horas
para facilitar a lise das células. Os pellets foram descongelados a 37°C e
ressuspensos em 2 mL do reagente BugBuster Protein Extraction Reagent
(Novagen) contendo 2,5 uL da nuclease benzonase (25 unidades/uL) e 0,2 yL da
solucdo de rLysozyme (30 kilounidades/uL). Apdés a incubacao a temperatura
ambiente por 5 minutos em agitacdo lenta, as suspensdes celulares foram

deixadas em gelo por 30 minutos, sendo entdo centrifugadas a 13000 rpm por 25
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minutos para eliminar a fracdo insoluvel. Os sobrenadantes foram armazenados
para analise da expressao. As fragdes insollveis foram resuspensas em solugao
de uréia 8 M e também foram analisadas quando a presenga da proteina
recombinante.

As colbnias que apresentaram maiores niveis de expressao da proteina
recombinante foram cultivadas em maior escala, de 250 mL de meio LB com
carbanicilina. Todos os demais procedimento de cultivo foram idénticos aos
descritos acim, e para a extragcao das proteinas foi utilizado 20 mL do reagente

BugBuster contendo 25 L de benzonase e 2 pL de rLysozyme.

3.7.5.4. Cromatografia de afinidade em resinal de niquel

Para a purificacao da proteina rPsPPS contendo cauda de poli-histidina
foi utilizada cromatografia de afinidade em metal. Os ions metélicos sao
imobilizados a fase fixa por um agente quelante, que disponibiliza o metal e
permite a aderéncia da proteina recombinante com cauda de poli-histidina a fase
fixa. Apds a eluicao das demais proteinas, a proteina recombinante € eluida da
coluna utilizando uma solu¢do contendo imidazol, que tem maior afinidade ao
niquel (Ni*?) do que a histidina. As dimensées da coluna sdo 4,6 mm de diametro
interno x 100mm de comprimento, preenchida com a resina POROS MC 20 (Life
Technology®). O programa utilizado consiste em uma etapa inicial para
equilibrar a coluna com 10mL do tampéao Tris-HCI (20mM de Tris-HCI, 200 mM
de NaCl, pH 7,9), seguido de 5 mL do tampao contendo 500mM de EDTA,
novamente 10mL do tampao Tris-HCI para eliminar o excesso de EDTA, seguido
de 10 mL da solucao de solugao aquosa de sulfato de niquel a 100mM, e por fim

10 mL do tampao Tris-HCI. A proxima etapa foi injetar 5 mL da amostra na
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coluna (500ug do extrato proteico), sequida de uma etapa de lavagem com 10
mL do tampao Tris-HCI para eluir as proteinas nao ligadas. Para eluicao da
proteina recombinante, foi utilizado um gradiente inicial de imidazol variando de
0 a 500mM. A proteina rPsPPS foi eluida em aproximadamente 350 mM de

imidazol.

3.7.5.5. Ensaio de conversao enzimatica com rPsPPS

A fragdo purificada da enzima foi testada quanto a capacidade de catalizar
a formacao do isoeugenol a partir do acetato de coniferila. Para a reagcao, com
volume final 200 pL em solugado contendo 50mM do tampao Mes-KOH (pH 6,5),
foram utilizados 5 pg da fracao proteica com rPsPPS, 1mM do precursor acetato
de coniferila e 1TmM de NADPH. A reacao foi finalizada apés 30 minutos de
incubacéo a 28°C e os produtos foram extraidos com hexano (3 X 500uL). Como
controle foi preparada uma reacdo contendo todos os componentes com
excecao a enzima recombinante. Todos os padrdes e produtos foram analisados

em UPLC-UV, utilizando o método 1 (item 3.1).

3.7.6. Proteina dirigente

A primeira informacado de proteina dirigente em P. solmsianum foi obtida
da amplificagédo de um fragmento de 300 pb da regido, utilizando-se iniciadores
degenados PD degen. Direto 5-KGTGTTYGAYGAYCCYATTACYBTWGACAAC-
3' e PD degen. Reverso 5'-GAAATAAACATCTCCYTCAWATGMATCRGT-3' (Xia
et al., 2000). A regidao amplificada apresentou BlastX para proteina dirigente.
Para obtencao da sequéncia completa do cDNA de proteina dirigente foi utilizado

a técnica RACE e confirmada por PCR preparada com 2 uL de cDNA; 1 U de
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Taq Pfu Turbo DNA Polymerase (Stratagene®, EUA) termoestavel e de alta
fidelidade; 10 mM de dNTPs; 10 uM de cada iniciador e 1,5mM de cloreto de
magnésio com volume final de 20uL. Os iniciadores utilizados foram PD Direto
5'-ATGGAAATTAGTAGCAGCAAAGTTCATC-3' e PD Reverso 5'-
TTAATAACACTCATATAGCTTGATATC-3', com o programa: 95°C por 3
minutos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por
um minuto, e um ciclo final de extensdo de 72°C por 7 minutos. A sequéncia

completa do gene foi clonada no vetor pCR4 e sequenciada para confirmacao.

3.7.6.1. Construcao do vetor para expressao heteréloga do gene
PsPD

Apobs a obtencao e confirmacao da sequéncia codificante do gene PsPD,
esta foi tratada para a insercdo no vetor pART17, indicado para a clonagem em
células de plantas (Gleave, 1992).

Para a ligacdo do produto de PCR no vetor de clonagem pART17 foi
necessaria a modificagdo prévia da sequéncia do gene através da introdugéo de
sequéncias complementares das enzimas de restrigdo EcoR1 e Hindlll. Os
primers utilizados foram: PsPD+EcoR1 Direto 5'-
CGAATTCATGGAAATTAGTAG-3' e PsPD+Hindlll Reverso 5'-
CAAGCTTTTAATAACACTCATATAGCTT-3', com as mesmas condicdes da
PCR descritas acima. Os produtos da reagao foram inseridos no vetor pCR-4 e

confirmados por sequenciamento (Figura 9).
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Plasmideo 3

Plasmideo 6

Figura 9. Insercao das regides de corte das enzimas de restricdo EcoR1 e Hindlll na sequéncia
de PsPD. A: Amplificagdo do gene PsPD com regides de corte. B: Plasmideos pCR-4 para

sequenciamento.

Uma amostra do vetor pART17, mantido em células E. coli Top 10 a -
80°C, foi plaqueada em placa de Petri contendo meio LB com o antibidtico
carbanicilina a 100 ug.mL" e mantida em estufa a 37°C overnight. Apds esse
periodo, as colbnias selecionadas foram submetidas a extracao e purificacao dos
plasmideos. O mesmo procedimento foi empregado para as bactérias contendo
o gene PsPD e ambos plasmideos purificados foram digeridos com as
respectivas enzimas de restricdo EcoR1 e Hindlll (BioLabs), de acordo com

protocolo fornecido pelo fabricante (Figura 18).
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Figura 10. Digestdo com enzimas de restricao EcoR1 e Hindlll. A: plasmideo linear pART17. B:

gene PsPD com os sitios de restrigao.

Para a reacao de ligacao entre o gene PsPD e o vetor, foi utilizado o kit
Rapid DNA ligation (n° cat.: 1635379, Roche®), de acordo com o protocolo do
fabricante. O produto da reacao de ligacao foi subclonado em E. coli Top 10 e
sequenciado para confirmagcao, com os iniciadores para o plasmideo pART17:
OCS Rev 5'-GAGCTACACATGCTCAGG-3' e 35S Dir 5'-
CTGACGTAAGGGATGACG-3' e para o gene alvo. Ap6s o0 sequenciamento para
confirmar a integridade da ligacdo e da sequéncia do gene, os plasmideos
pART17 contendo o gene foram extraidos e purificados para o procedimento de

biobalistica.

3.7.6.2. Biobalistica

O vetor pART17 contendo a sequéncia de proteina dirigente de P.
solmsianum foi inserido nas células de tomate (Lycopersicon peruvianum)
(Hellwig et al., 2004) através do método de biobalistica, que consiste em aderir 0
gene alvo a particulas biologicamente inertes de ouro e bombardea-las sob alta

pressdo através das células cultivadas (Kikkert et al., 2004). As células de
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tomate foram cultivadas em 20 mL de meio LP liquido composto por meio
Murashige-Skoog (pH 5,0), contendo vitaminas Nitshe (110 mg.L™), tiamine (0,2
mg.L™"), mioinositol (20 mg.L"), 4&cido a-naftaleno acético (5mg.L"), 6-
benzilaminopurina (1 mg.L™") e sacarose (30 g.L'). Apés 7 dias de culltivo, o
meio LP foi substituido por meio fresco, gentiimente agitado por 10 minutos para
lavagem das células, sendo removido e novamente reposto por 10 mL de meio
fresco. A supensao das células (2 mL) foram transferidas para placas de 6 cm de
diametro contendo o meio LP soélido, utilizadas no bombardeamento. O gene
PsPD, clonado no vetor pART17, foi aderido a particulas de ouro de 1 um (gold
microcarriers, BioRad®) através da precipitacao por calcio-espermidina. A
biobalistica foi realizada com as seguintes condi¢des: 27mm de Hg na camara
de vacuo, pressdao do gas He de 1100 psi no bombardeamento e 6 cm de
distancia das placas em sistema PDS-1000/He system (BioRad®).

As células transformadas (2mL) foram recuperadas das placas apés 24
horas, transferidas para 6 mL de meio LP fresco e incubadas em shaker orbital
(100 rpm; 25 °C) por uma semana. As células foram entdo selecionadas em
placas contendo o meio LP e canamicina a 75 pg.mL'. Apés 15 dias do
bombardeamento, foi observada a diferenciagdo de algumas células, cujo
crescimento se sobressaia da cultura (Figura 11). Essa células, que contém o
inserto e o gene de resisténcia, foram transferidas para novas placas e

cultivadas sob luz em estufa a 37°C para formagéo de calos.
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Figura 11. A: Placas de meio LP seletivo contendo as células de tomate 5 dias apds o

bombardeamento. B: Calos selecionados, apds 21 dias de crescimento.

Os niveis de expressdao do gene PsPD foram analisados por PCR
utilizando iniciadores especificos para o gene. Os calos com maiores niveis de
expressao foram selecionados para o preparo das suspensdes celulares e
mantidos em placas de meio LP com canamicina 75 pg.mL". A suspenséo
celular foi preparada inoculando um calo em 10 mL de meio LP com canamicina.
A suspensdo celular teve a escala de produgcdo aumentada através de
inoculagé@o das células em novo meio, com intervalos de crescimento de 7 dias,
até 6L. Cinco dias apés a inoculacgéao final, as células foram colhidas por filtracao
a vacuo (papel filtro Whatman n°® 5) e a fragdo de proteinas ligadas a parede foi
obtida por filtragdo apo6s agitacado com tampao fosfato (0,1 M, pH 5,0) contendo
75 mM e 150 mM KCI, respectivamente. As fragbes foram combinadas e
submetidas a fracionamento em coluna SP-Sepharose fast flow (GE
Healthcare®) (80mL). As proteinas foram eluidas com o tampao fosfato 0,1 M
(pH 5,0) contendo 1M de NaCl, e submetidas a precipitacdo em gradiente de
(NH4)2SQ4, seguidas de centrifugacdo a 10.000 rpm a 4°C por 30 minutos. O

pellet contendo as proteinas foram armazenados a -20°C até o fracionamento.
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3.7.6.3. Purificacao da proteina rPsPD

O perfil das proteinas em gel de poliacrilamida indicou bandas com o
tamanho esperado para a rPsPD nas fragdes precipitadas com 40-80% de
(NH4)2SO4. Essas fragdes foram ressupensas em 30 mL de tampao MES 40mM,
pH 5,0 (tampé&o A), concentradas e desalinizadas em Centricon plus-70 10K (n°
cat.: UFC701008, Millipore®) a um volume final de 350 pL. Este extrato proteico
(~20 mg de proteinas totais) foi fracionado em coluna Mono-S 5/50 column (5 x
50 mm, GE He.lthcare®) pré-equilibrada em tampao A com fluxo de 1 mL.min™".
Para eluigcdo das proteinas, foi utilizado um gradiente de 0 a 333 mM de Na,SO4
(tampéao B, 40mM de MES, 333 mM Na,SO4, pH 5,0). O gradiente utilizado esta

descrito na Tabela 10.

Tabela 10. Gradiente de eluicao utilizado na FPLC.

Tempo (min) % tampao B
0,01 0
7 0
8 40
34 40
34 50
68 50
68 60
100 60
100 70
140 70
140 100
180 100
184 0

A fracao contendo a proteina de tamanho esperado para rPsPD foi eluida
com aproximadamente 200 mM NaxSO,. Estas fracées foram concentradas e
desalinizadas como descrito anteriormente, a um volume de 250 pL. As

proteinas foram aplicadas em coluna Superdex 75 HR 10/30 (Amershan



81

Biosciences), pré-equilibrada com tampao fosfato 0,1 M contendo 150mM de KCI
(pH 5,0), e em modo isocratico (fluxo 0,5 mL.min™). A proteina rPsPD foi eluida
com aproximadamente 25 mL. As fracdes foram analisadas em gel de

poliacrilamida.

3.7.6.4. Ensaio de conversao enzimatica com rPsPD

A conversdo enzimatica foi realizada utilizando-se 200 ug de rPsPD,
lacase isolada de Trametes versicolor como agente oxidante, 720 uM de alcool
coniferilico como substrato, em tampao MES 40mM (pH 5,0), em uma reacao
com volume final de 250 pL. Ap6s a incubagéo sob agitagédo por 4 horas a 28°C,
a reacao foi extraida com acetato de etila (500 pl x 2), as fracées organicas
foram secas a vacuo, resuspensas em MeOH:H,O (1:1 v/v) e analisadas por
UPLC-UV, utilizando o método 2 (item 3.1). Como controle, foi preparada uma

reacao contendo todos os componentes, com excecao a rPsPD.

3.7.6.5. Amplificacao do gene de proteina dirigente em espécies de
Piper

Para as analises da proteina dirigente das espécies P. solmsianum, P
regnellii, P. cernuum e P. cubataonum, o DNA de cada espécie foi extraido a
partir de folhas frescas, conforme procedimentos descritos no item 3.3.2. Para a
reacdo de PCR foi utilizado o par de iniciadores PD-Direto: 5'-
KGTGTTYGAYGAYCCYATTACYBTWGACAAC-3’ e PD-reverso: 5’-
GAAATAAACATCTCCYTCAWATGMATCRGT-3’ (Xia et al., 2000).

Para a reacdo de amplificacdo foram usados 1 uL de DNA, 2,5 mM de

MgCly, 0,2 mM de dNTPs, 1uM de cada iniciador e 0,25 uL de Tagq DNA
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polimerase. A reacdo em termociclador seguiu a programacao: 1 ciclo inicial de
desnaturacdo a 96°C por 8 minutos; 35 ciclos de: desnaturacdo a 96°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos, extensao 72°C por 2 minutos; e 1 ciclo

final de extensdo a 72°C por 1 minuto.

3.7.6 6. Perfil quimico e de expressao dos genes PsPPS e PsPD

Os amostras dos tecidos e de folhas jovens e maduras de P. solmsianum
(K-1368) foram coletadas dos individuos 1 e 2 cultivados na estufa do IBC-WSU,
Pullman. Para andlise do perfil de expressdao por qPCR, as amostras foram
imediatamente congeladas em N liquido e submetidas a extracdo do RNA. Para
a sintese de cDNA foram utilizados 2 ug de RNA. As reacdes foram preparadas
com o kit Platinum SYB Green gPCR supermix-UDG (n° cat.: 11733-038,
Invitrogen®) e as anadlises foram realizadas em um sistema a MX3005PTM
Real-Time PCR system (Stratagene, La Jolla, CA). Os resultados foram
analisados com o software MxPro (Stratagene, La Jolla, CA). Os iniciadores

utilizados nesta andlise estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Sequéncia dos iniciadores para PsPPS e PsDP utilizados na gPCR.

Iniciadores Sequéncias Tamanho do amplicon
(pb)

PsPPS

PPS Rev 5-CTATGACAGGAAAGATGAGTACAC-3’ 280

PPS Dir 5-CTTCATAAGCATCGGTACTAATGG-3

PsDP

DP Rev 5-CTTCAGAGTATGGACATGAAGTGG-3 250

DP Dir 5-GATCTGTGGGTGGAGTAGATAGT-3

18S

18S Rev 5-TCCTATTGTGTTGGCCTT-3 300

18S Dir 5-GCCCTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’
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Para a analise do perfil quimico, as amostras em triplicata foram
liofilizadas por 12 horas. O material seco foi pulverizado com N liquido.
Aliquotas de 100 mg do material foram extraidas com 10 mL de acetato de etila.
Para a quantificacao relativa dos compostos, foi adicionado 50 uL da solucao de
(+/-)-pinoresinol (3,7 mg.mL") em cada extrato. Foi construida uma curva
analitica com o padrdo pinoresinol, na concentragdo 0,08; 0,4 e 4 mg.mL"
(Figura 12). O material foi submetido ao ultrassom por 30 segundos e deixado
em maceragao no escuro a temperatura ambiente por 3 dias. Os extratos e
padrdes foram analisados por CLAE-UV e RMN de 'H (Figuras 13 e 14,

respectivamente).
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Figura 12. Curva de calibragéo do padrao pinoresinol, obtida por CLAE-UV (280nm).
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Figura 13. Cromatograma CLAE-UV (280 nm) do extrato das folhas de P. solmsianum, dos
individuos 1 (A) e 2 (B) (método no item 3.1).
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) dos extratos obtidos com acetato de etila
das folhas de dois individuos de P. solmsianum. A: individuo 1. B: individuo 2. Ambos espectros

foram adquiridos nas mesmas condigbes de analise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise filogenética e distribuicao dos principais metabdlitos secundarios
em espécies de Piper

Com o intuito de investigar os padrdes de diversificacdo entre as espécies de
Piper, foi realizada uma analise filogenética da regido de DNA nuclear ITS (internal
transcribed spacer) e psbA-trnH (chDNA), através do método de maxima parcimdnia
e analise Bayesiana. Embora a regido psbA-trnH consista em uma alternativa de
marcador para analise filogenética, a politomia gerada na analise desta regido
amplificada para Piper ndao ofereceu diferenciagdo satisfatéria entre as espécies
(Apéndice 4, Figura 96).

As seqléncias da regiao de ITS estdo sendo descritas pela primeira vez para
as espécies da regiao Neotropicos: P. arborescens, P. permucronatum, P.
magnificum, P. malacophyllum, P. regnellii (Figura 15), P. reitzii, P. pellitum, P.
hemmendorffii, P. Lhotzkycuyabanum, P. aleyreanum P. carniconnectivum, P.
Lucaenum e P. mikanianum (Apéndice 4, Fig. 99).

O resultado da analise das sequéncias de ITS foi bastante congruente com
andlises anteriores que empregaram dados moleculares juntamente com dados de
morfologia floral, a fim de determinar o padréao de diversificagdo em Piper (Jaramillo
et al., 2001, Jaramillo et al., 2008). As novas espécies foram distribuidas nos clados
previamente determinados de acordo com a origem geografica e caracteristicas
morfolégicas de cada individuo. Entretanto, quando se considera a ocorréncia e
distribuicdo das principais classes de metabdlitos secundarios nos clados de Piper,
foi possivel constatar um padrao de distribuicao relativamente restrito (Figuras 16-

19).
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mais parcimoniosa baseada em sequéncias de ITS em Piper. Saururus e

Houttuynia foram usadas como grupos externos. Digitos acima dos ramos: valores de bootstrap da

andlise de maxima parcimonia/valores de probabilidades posteriores da andlise Bayesiana. Numero
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total de caracteres da matriz: 716, dos quais 116 foram eliminados. Analise por Maxima Parcimoénia:
Busca heuristica; bootstrap = 1000; comprimento da arvore = 1412 passos; indice de consisténcia
(Cl) = 0,532; indice de homoplasia (HI) = 0,370; indice de retengdo (RIl) = 0,720; algoritimo branch-
swapping: tree-bisection-reconnection (TBR); nUmero de caracteres informativos: 282; 200 caracteres
constantes. Score das melhores arvores encontradas: 1592. Analise Bayesiana: busca MCMC;
modelo evolutivo: General Time Reversible + Proportion invariant + Gamma (GTR+I+G); Burn in=
59000. Barras verticais (em negro) indicam seg¢des do género Piper(Jaramillo et al., 2001). Em cores,
destaca-se as classes de metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies (reconstrugdo de
caracteres quimicos sec¢ao 4.1.1.).

4.1.1. Reconstrucao dos caracteres quimicos em Piper

A reconstrugdo de caracteres ancestrais consiste em mapear os caracteres
sobre a arvore filogenética e obter inferéncias sobre seu estado ancestral. Esta
andlise é baseada no principio de parciménia, ou seja, avaliando os estados que
requerem o menor numero de mudangas evolutivas para levar ao estado de caracter
observado (Schmitt and Barker, 2009; Wink and Mohamed, 2003). Este método é
considerado uma abordagem importante para compreender as origens dos
caracteres e os fatores evolutivos que levaram os organismos vivos a desenvolvé-
los.

A reconstrucdo dos caracteres quimicos em Piper realizada sobre a arvore
flogenética mais parcimoniosa baseada na regido de ITS (Figuras 27-30) permitiu
reconstruir a histéria evolutiva de espécies de Piper (Cunningham, 1999; Royer-
Carenzi et al., 2013).

Para esta analise foram selecionadas 40 espécies brasileiras e foram
incluidas 40 outras espécies de Piper que ocorrem em diversos paises. Foram

selecionadas apenas as espécies cujo perfil fitoquimico ja havia sido descrito.
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Figura 16. Reconstrugcéo do caracter quimico amida sobre a arvore mais parcimoniosa obtida da analise da

regiao do ITS. Em negrito estao destacadas as espécies que produzem amidas.
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Figura 18. Reconstrugdo dos caracteres quimicos acidos benzoicos e cromenos sobre a arvore mais

parcimoniosa obtida da andlise da regiao do ITS. Em negrito estdo destacadas as espécies que produzem acidos

benzoicos e cromenos.
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Figura 19. Reconstrugédo do caracter quimico alquenilfenol sobre a arvore mais parcimoniosa obtida da analise

da regidao do ITS. Em negrito estdo destacadas as espécies que produzem os alquenilfendis.
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A andlise filogenética e a reconstrucdo dos caracteres quimicos fornecem
uma evidéncia robusta para dar suporte aos clados gerados a partir da andlise das
seqléncias de DNA, com elevados valores de bootstrap e probabilidades
posteriores, distinguidos pela producao de amidas, lignanas/fenilpropanoides, acidos
benzoicos, cromenos e alquenilfendis (Figuras 27-30). A mesma andlise foi realizada
para todos os caracteres selecionados.

As amidas, lignanas e fenilpropanoides constituem-se em temas estruturais
bastante comuns em espécies de Piper. Pode-se observar a ocorréncia destas
classes de produtos naturais nos grupos externos, o que é sugestivo de um trago
pleisiomérfico (condi¢cdo primitiva de um caracter) que teria surgido no inicio do
processo de especiacao do género Piper (Figuras 27 e 28). Entretanto, espécies que
nao produzem amidas ou lignanas/fenilpropanoides, mas que derivam de ancestrais
produtores, provavelmente ainda contém genes que codificam para a biossintese
destes metabdlitos, porém estes genes podem encontrar-se latentes ou inativos.

Por outro lado, a ocorréncia de determinadas classes de produtos naturais em
clados nao relacionados indica a atuacao de fatores e mecanismos de selecédo de
genes nédo totalmente conhecidos. Portanto, sua ocorréncia em dois tdxons néo €
necessariamente uma indicagdo de relagdo monofilética, podendo ser resultante de
um processo evolutivo convergente ou de expressao diferencial. Além disso, alguns
genes adquiridos podem estar desligados e serem ativados posteriormente por
algum fator de indugédo (Wink, 2003; Wink and Waterman, 1999). Uma observagéo
semelhante foi feita sobre os iridoides em Asteridae. Os iridéides sdo reconhecidos
como um grupo de metabdlitos secundarios cuja distribuicdo reflete a relagéao
filogenética, e sua ocorréncia indica a origem Asteridae. A distribuicdo na maioria
dos clados de Asteraceae também aponta que a capacidade de sintetizar este

composto tenha sido adquirida em uma ancestral comum a todo este taxon e que a
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nao expressao desta classe de metabdlitos provavelmente deve-se a perda de
expressao dos genes envolvidos na biossintese dos iridéides (Grayer et al., 1999;
Waterman, 2007).

Em Piper, a producao de cromenos e acidos benzoicos caracteriza um clado
monofilético (todas as espécies oriundas de uma Unica espécie ancestral) (Figura
29), sugestivo que estas classes de metabdlitos sdo caracteres evolutivamente
derivados e que seriam sinapomorfias quimicas (condicdo de um caracter
compartilhada por clados irmaos) deste clado. Por outro lado, a ocorréncia de
espécies em outros clados pode ser considerada um trago autapomérfico (caracter
derivado que esta presente em um Unica espécie terminal), onde uma espécie pode
ter evoluido independentemente durante o curso da evolugao.

Resultados similares foram obtidos por Wink (Wink, 2003) no trabalho analise
da relacao evolutiva da distribuicao de metabdlitos secundarios mapeados sobre a
arvore filogenética mais parcimoniosa. Quando comparados membros das tribos
Mimosoideae, Caesalpinioideae, Papilionoideae, foi observado que a ocorréncia de
alcaléides quinolizidinicos é restrita a um clado especifico dentro de Papilionoideae.
Quando se considera a distribuicdo de alcaléides tropanicos e esteroidais, da
nicotina e de withanolideos, a ocorréncia destes metabdlitos nos clados analisados é
mutuamente exclusiva.

Os alquenilfendis apresentam ocorréncia rara na natureza e sdo limitados aos
membros de Piper (Figura 30) (Avella et al., 1994; Galinis and Wiemer, 1993;
Likhitwitayawuid et al., 1987; Tuntiwachwuttkul et al., 2006; Valdivia et al., 2008).
Diferente do observado para &cidos benzbéicos e cromenos, esta classe tem
distribuicdo randémica dentro de Piper, e pode constituir-se num trago recente na
evolucao do grupo.

Os clados Radula e Peltobryon destacaram-se por produzir diferentes classes
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incluindo cromenos e acidos benzoicos, sendo que algumas espécies produzem
ainda alquenilfendis. Foi observado que o possivel ancestral comum que deu origem
as espécies produtoras desses metabdlitos apareceu recentemente na histéria
evolutiva. Sob o ponto de vista filogenético e evolutivo, os clados Radula e
Peltobryon podem ser considerados os mais dinamicos.

No caso das novas espécies adicionadas a arvore de ITS (Apéndice 4, Figura
97) os estudos fitoquimicos estdo sendo realizados com a finalidade de analisar se
ha congruéncia entre a distribuicdo das espécies nos clados que acumulam
preferencialmente determinada classe de metabdlitos secundarios.

A habilidade de sintetizar o mesmo tipo de substancia pode ter sido originado
independentemente em duas ou mais espécies nao relacionadas. As vias
biossintéticas para produzir tal substancia podem ser diferentes nos taxons e, neste
caso, 0 mesmo metabdlito representa diferentes caracteres. Entretanto, a via
biossintética pode também ser a mesma, especialmente se for relativamente simples
a biossintese a partir de um metabdlito primario, como no caso das amidas e
alcaléides. Por esta razao, representantes da mesma classe de produtos naturais
séo frequentemente encontrado em taxons nao relacionados. Uma inferéncia mais
precisa se a presenga de certo constituinte em dois taxons seria baseado em uma
relagdo verdadeira ou em convergéncias envolveria investigar se este fato esta
correlacionado com outros caracteres naquele tdxon. Se estiver correlacionado com
muitas outras caracteristicas, ambos os quimicos como os de outros campos, isto
pode ser utilizado como um marcador filogenético (Grayer et al., 1999).

Existem alguns exemplos nos quais a abordagem combinada de analises
filogenéticas e quimiotaxonémica foi utilizada com sucesso para esclarecer relagées
de parentesco entre espécies e também para direcionar a busca por classes

especificas de produtos naturais. Para autenticar amostras da espécie Zingiber
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officinale popularmente conhecida como gengibre e amplamente utilizada na
medicina e culinaria, foram comparados os perfis metabdlicos obtidos por CG-EM e
CLAE com as arvores filogenéticas geradas com dados moleculares de rps16 e trnL-
F. Os dados quimicos foram capazes de gerar essencialmente a mesma relacao
filogenética obtida com os dados de DNA (Jiang et al., 2006), podendo ser utilizados
como marcadores quimicos em um processo preliminar de identificacdo das
espécies medicinais. A analise filogenética combinada com quimiotaxonomia foi
utilizada para classificar os liquens Pertusariaceae e corroborar relagbes de
parentescos antes nao resolvidas (Schmitt and Lumbsch, 2004). A proximidade
filogenética das cianobactérias Oscillatoria baseadas nas sequéncias do gene 16S
rRNA foi utilizada como um guia para a detecgéo e isolamento de novas variantes de
produtos bioativos (Engene et al., 2011).

Deve-se reassaltar que a classificacdo ndo deve ser baseada apenas nos
caracteres quimicos. Embora estes possam ser considerados caracteres robustos
para a classificagdo de Piper, eles devem ser utilizados em conjunto com caracteres
de outros campos, tais como moleculares, morfolégicos e biogeograficos. A razao
para tal precaugéo consiste no fato de que em certas plantas os caracteres quimicos
podem sofrer variagdes circadianas e sazonais, o que dificulta a reprodutibilidade do
perfil quimico a ser analisado. Mesmo com o pronunciado avango das técnicas
analiticas de deteccao, muitos metabdlitos permanecem néao identificados, além do
fato e que cada planta tem capacidade de sintetizar um arsenal quimico com
aproximadamente 30.000 diferentes compostos (Verpoorte et al., 2005). Outro ponto
a ser considerado é que a auséncia de dados quimicos muitas vezes constitui-se em
um obstaculo na analise da distribuicao destes dados junto a filogenia.

Fica claro, portanto, que os perfis quimicos podem ser utilizados para analisar

a relacao natural entre as espécies de Piper. A analise molecular combinada com a
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reconstrucdo dos caracteres quimicos evidenciou a proximidade filogenética de
espécies que produzem e acumulam uma classe especifica de metabdlitos,
indicando que esta é uma ferramenta importante a ser considerada nos critérios de
classificacdo das espécies, além de servir como um excelente modelo para ser

utilizado como base para estudos fitoquimicos racionais.

4.1.2. Distribuicao de lignéides nos clados Schilleria e Macrostachys

No inicio dos anos 90, Gottlieb prépos um método racional para a busca por
neolignanas bioativas, que considerava a distribuicado dos ligndides e a afinidade
entre as familias que produzem metabdlitos similares. Desta maneira, a finalidade do
estudo fitoquimico para as familias que potencialmente produziriam as neolignanas
poderia ser direcionada (Gottlieb, 1991).

Nesta mesma linha de pensamento, Umezawa realizou um mapeamento da
ocorréncia de mais de 60 lignanas no qual foram observados aspectos evolutivos da
biossintese destes metabdlitos em relagdo a distribuicdo filogenética (Umezawa,
2003a; Umezawa, 2003b).

No presente trabalho o modelo de reconstru¢cdo dos caracteres quimicos foi
realizado sobre a arvore filogenética mais parcimoniosa gerada pela analise da
regido de ITS, e foi constatado que as espécies que acumulam preferencialmente
lignanas/fenilpropanoides apresentaram-se agrupadas nos clados Macrostachys e
Schilleria. Estes dois clados foram assim investigados quanto a distribuicado das
classes de lignanas/fenilpropanoides, no intuito de lancar luz aos aspectos
evolutivos desta classe de metabdlitos comum e altamente expressa nas espécies
de Piper.

O clado Schilleria é considerado de dificil caracterizagao, por conter muitos

caracteres pleisiomorficos. Sao arbustos de médio porte, a maioria apresentando
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uma grande ramificacdo. Abrange cerca de 200 espécies, ocorrendo na América
Central e na Mata Atlantica brasileira, onde se concentra a maior diversidade de
espécies (Jaramillo et al., 2008). As espécies do clado Schilleria contém
fenilpropanoides e seus dimeros, tais como as lignanas tetraidrofuranicas e
neolignanas benzofuranicas (Yoshida et al., 2012) (Tabela 12). Entre as 8 espécies
deste clado, 7 acumulam monolignois/lignoides (Figura 20).

E notavel a capacidade de alguns individuos destes clados de produzirem
determinado representante de um tipo estrutural. Destaca-se a espécie P.
solmsianum, na qual os lignéides sdo os principais componentes dos extratos, mas
em particular, a lignana tetraidrofuranica (-)-grandisina (Tabela 12) que perfaz 70%
da massa seca do extrato das folhas (m/m) (Martins et al., 2000; Martins et al.,
2003). Outras variedades classificadas como P. solmsianum também expressam
majoritariamente as lignanas benzofuranicas, sendo um interessante alvo de
investigacao de sua biossintese. As espécies P. regnellii e P. aequale destacam-se
pelo acumulo de fenilpropanoides e de neolignanas benzofuranicas, como o (+)-
conocarpano e eupomatenoides (Tabela 12) (Benevides et al., 1999; Maxwell et al.,
1999). As espécies P. mikanianum, P. cubataonum e P. xylosteoides apresentam um
elevado acumulo de fenilpropanoides, que representam de 65 a 80% da composi¢ao
de seus 6leos essenciais (Abreu et al., 2002; Dognini et al., 2012; Leal et al., 2005;

Potzernheim et al., 2006; Silva et al., 2009b) (Tabela 12).
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Figura 20. Ampliagdo da secdo Schilleria do género Piper, obtida da arvore filogenética gerada da

andlise da regido de ITS (Apéndice 4, Figura 97). Os nimeros 1 e 2 representam as coletas. A-D

representam espécies de P. solmsianum coletadas em diferentes localidades.

Tabela 12. Metabdlitos secundarios das espécies de Piper pertencentes ao clado

Schilleria.
Secao Espécie Estruturas das lighanas Referéncia
de Piper
P. aequa/e (Maxwell et al.,
conocarpano 1999)
Ra
gt
HO
Ri=OMe; Rs=">""x; Rs=H R1=OH; Rx=H eupomatenoide-6
(2R,3R)-2,3-diidro-2-(4-hidréxi-3- R1=0OH; R,=OMe eupomatenoide-5
metoxifenil)-3-metil-5-(E)-propenil R1,R2=-OCH,0- eupomatenoide-3
benzofurano
Ri=H; R2=CHO; Rs=H decurrenal
Schilleria Ryt Re-OMe; Ry~ ~

(2R,3R)-2,3-diidro-2-(4-hidroxifenil)-5-
metoxi-3-metil-7-propenilbenzofurano

2-(3,4-metilenodioxifenil)-3-metil-

2-(3,4-metilenedioxifenil)-5-(1,2-
5-(2-oxopropil) benzofurano

diidroxipropil)-3-metilbenzofurano

Dimero de eupomatendide-6




Tabela 12. Continuacgao.
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Secao Espécie Estruturas das lignanas Referéncia
de Piper
P. regnellii apiol, dilapiol, miristicina, conocarpano, eupomatenoide-3, | (Benevides et
eupomatenoide-5, eupomatenoide-6, decurrenal al.,, 1999; Luize
et al, 2006;
Sartorelli et al.,
2001)
regneliina metil (7R,8R)-4-hidroxi-8 '9 '-
dinor-4',7-epoxi-8,3'-neolignan-
7'-ato
P. solmsianum | conocarpano, eupomatenoide-3, eupomatenoide-5 (da Silva et al.,
2010; de
var. . Campos et al.,
solmsianum (D) 2007; de
Campos et al,
2005; Moreira et
al., 2001)
P. solmsianum PMe (Amaral,  2008;
ZNe} = o) = Martins,  2002;
(%820 fﬁ)” < QO |
2000; Martins et
[¢] ¢ e} ;
OMe al., 2003)
OMe OMe OMe
apiol dilapiol miristicina
Schilleria MeO F MeO X
MeO MeO
OMe OMe
elemicina isoelemicina

9

OMe
g
OMe
OMe

(-)-grandisina

MeQ, OMe
MeO 0
Nt

rel-(7R,8R,7'R,8'R)-3',4'-metilenodioxi-
3,4,5,5'-tetrametoxi-7,7'-epoxilignana

“,

MeO
(7R, 8R, 7'S, 8'R)-3',4'-metilenodioxi-
3,4,5,5'-tetrametoxi-7,7'-epoxilignana.

rel-(7R,8R,7'R,8'R)-3,4,3',4'-dimethylenedioxy-
5,5'-dimetoxi-7,7'-epoxilignana
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Tabela 12. Concluséo.

P. callosum 0 7 o] = (Facundo et al.,
< :@A/ < ]@\N 2000; Genderen
o] o OMe et al., 1999)
safrol asaricina
HO X _COOH
HOI>/v
acido cafeico
Schilleria | P. cubataonum | Apiol, dilapiol (2%%\%1 ) et al,
P. mikanianum | safrol (82% OE das folhas)*, apiol (64,89% OE das folhas)** (Abreu et al,
2002; Leal et al.,
2005)
P. xylosteoides safrol (47,83 % OE das folhas) (Dognini et al,,
2 outras variedades produzem safrol com concentragdo de 2012; Ferraz et
84,1% e 75,8% (OE folhas) al., 2010)
P. lucaenum ?

A-D= espécimens de P. solmsianum coletados em diferentes localidades. ?= auséncia de

dados fitoquimicos descritos.

Macrostachys é uma linhagem muito rica em espécies da regidao Neotropical
com cerca de 200-500 espécies, muitas delas ocorrendo na Mata Atlantica do Brasil,
com alguns poucos representantes na Amazdnia, na regido da América Central e
Norte dos Andes (Jaramillo et al., 2008). As plantas deste clado sdo arbustos de
tamanho médio ou pequenas arvores. As espécies do clado Macrostachys
acumulam preferencialmente lignanas do tipo dibenzilbutirolactbnicas e
furofuranicas. Das 9 espécies que compdéem o clado Macrostachys, 5 delas
acumulam lignoides (Figura 21, Tabela 13). P. richardiaefolium produz uma
variedade de lignanas, principalmente do tipo dibenzilbutirolacténicas e furofuranicas
(Silva, 2008; Yamaguchi et al, 2011). P. cermnuum produz lignanas
dibenzilbutirolactélicas e P. fimbriulatum lignanas furofuranicas (Solis et al., 2005;
Yamaguchi et al., 2011).

A biossintese proposta para as lignanas dibenzilbutirolacténicas inicia-se com
dimerizacdo de monoligndis como o &lcool coniferilico, mediado pela agcédo de

peroxidases e proteinas dirigentes, para a formagcdo de lignanas de esqueleto
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furofuranico. Essas lignanas sofrem reducdo mediada por enzimas do tipo PLR
(pinoresinol-lariciresinol  redutases), levando ao intermediario 9,9'-diidroxi-
dibenzilbutano que, por sua vez, sofre oxidacdo pela enzima do tipo SDH
(secoisolariciresinol-desidrogenase) gerando as lignanas dibenzilbutirolactonicas.

As lignanas furofuranicas frequentemente ocorrem como misturas
enantioméricas, enquanto que as lignanas dibenzilbutirolacténicas sdo opticamente
puras (sempre levorotatérias, com raras excegbes) e sao produtos finais da via
biossintética. As espécies que produzem estes tipos de lignanas encontram-se
agrupadas em um clado, como acontece em espécies de Linum (Schmidt et al.,
2010) e nas espécies de Piper. Esta observagado indica que a capacidade de
sintetizar as lignanas mais complexas, tais como as dibenzilbutirolactonicas,
provavelmente foi herdado de um ancestral comum. Este fato é sugestivo de que a
distribuicdo dos esqueletos nas espécies seja também correlacionada com um fator
evolutivo, e o acumulo predominante de um tipo de lignana provavelmente ocorreu
no inicio da especiacdo com um recrutamento e eventual evolugdo da via
biossintética que leva a estas estruturas (Schmidt et al., 2010; Umezawa, 2003a).

As espécies P. cenocladum e P. imperiale sdo muito proximas no ponto de
vista evolutivo e apresentam amidas como constituintes principais em seus perfis
quimicos (Dodson et al., 2000; Richards et al., 2001; Richards et al., 2005). A anélise
da reconstrucao de lignanas/fenilpropanoides (Figura 18) sugere que a capacidade
de produzir tal composto deixou de ser expressa no ultimo ancestral comum que

levou a este ramo.
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Figura 21. Ampliagdo da segcao Macrostachys do género Piper, obtida da arvore filogenética gerada

da andlise da regiao de ITS (Apéndice 4, Figura 97).

Tabela 13. Metabolitos secundarios das espécies de Piper pertencentes ao clado

Macrostachys.
Secao de Espécie Estruturas das lighanas Referéncia
Piper
P. obliquum safrol (45,83% OE) (Guerrini et al., 2009)
P. cernuum (Danelutte et al.,
{ j@/\b 2005)
cubebina
[¢]
o—/
R=H sinapato dudrosmapato
R=Me de metila de metila
P. richardiaefolium | cubebina (Silva, 2008;
Yamaguchi et al.,
o o 2011)
O. O.
Macrostachys
o\/o OMe
hinokinina kusonokinina

[o} o]
0. MeO.
< O o]
o} HO

OMe
OH

haplomirfolina arctigenina

OH

aepe:

OMe
OMe

3',4'-dimetoxi-3,4-
desmetilenodioxicubebina




Tabela 13. Conclusao.
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Secao de Espécie Estruturas das lignanas Referéncia
Piper
P. richardiaefolium o Q
S

o
g _

sesamina

@om
O
HWHHH OMe

L
(o)
d

kobusina

OMe
HO. HO.

[e] [¢]
ferulato de bornila cumarato de bornila
P. truncatum R @om (Raimundo et al.,
2009)
Macrostachys Meo “8“ o eudesmina
e o

MeOD

P. fimbriulatum

@OMe
) ve 3:4,5-trimetoxi-3',4™-

Ol
metilenodioxi-7,9"7',9
diepoxilignana

7'-epi-sesartemina

OMe diayangambina

(Solis et al., 2005)

P. imperiale

P. cenocladum

N.D.= nao foram detectados lignoides nos extratos destas espécies nos estudos descritos.
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4.1.3. Analise de componente principal (PCA) das espécies brasileiras de
Piper utilizadas na analise filogenética

Na tentativa de analisar a ocorréncia e distribuicado das principais classes de
compostos nas espécies de Piper, a andlise do perfil quimico de RMN de 'H dos
extratos brutos das folhas foi realizada por métodos quimiométricos como o PCA.

As espécies que acumulam preferencialmente lignanas/fenilpropanoides
apresentam-se agrupadas na analise por PCA, enquanto as amostras que
acumulam cromenos ou acidos benzoicos tendem ao agrupamento, embora
apresentem-se mais dispersas (Figura 22). Este tratamento explicou 47% da
variancia dos dados, sendo 35% deles explicados por PC1 e 12% por PC2.

No grupo das espécies que acumulam cromenos/acidos benzoicos, os sinais
em & 1,5-1,9 ppm foram os que mais influenciaram na separacao dos grupos e séo
referentes as multiplas metilas presentes nas prenilas ligadas aos cromenos, como
no acido gaudichaudianico (Lago et al., 2004) e nos acidos benzoicos, como o acido
caldensinico (Freitas et al., 2009) (Figuras 22 e 23).

Por outro lado, algumas espécies que acumulam lignanas benzofuranicas, tal
como P. regnellii (Benevides et al., 1999), apareceram agrupadas com as espécies
produtoras de cromenos/acidos benzoicos. Este fato deveu-se a presencga dos sinais
intensos de metilas H-9 e H-9' presentes na estrutura das lignanas benzofuranicas,
que aparecem em & 1,6-2,0 ppm e influenciaram o agrupamento de P. regnellii neste
grupo.

Para o grupo formado por espécies que acumulam lignanas/fenilpropanoides,
os sinais em & 3,8-3,9 ppm relativos a metoxilas, que ocorrem com frequéncia nesta
classe de metabdlitos, foram os que mais influenciaram na formacao deste grupo. A
proximidade entre espécies que acumulam lignanas e amidas pode ser explicada

pela presenca de metoxilas na estrutura de amidas, tal como na piplartina, o produto
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majoritario de P. tuberculatum (Bezerra et al., 2008b; Felipe et al., 2007; Navickiene
et al., 2000). As espécies que acumulam amidas apresentaram-se dispersas entre
0s grupos, pelo fato de possuirem caracteristicas estruturais e, consequentemente
sinais nos espectros de RMN de 'H semelhantes.

Apesar de ser possivel visualizar uma tendéncia ao agrupamento das
espécies de acordo com o perfil de metabdlitos produzidos por estas, a porcentagem
de resolucédo por PC1 e PC2 desta analise pode ser considerada baixa pois uma
andlise robusta requer valores acima de 70%. Embora o objetivo da anélise de
componente principal seja constatar possiveis agrupamentos de individuos que
compartilhem caracteristicas comuns e apontar os principais dados que influenciam
no agrupamento destes, os resultados desta andlise devem ser interpretados com
cautela quando se utiliza uma grande variedade de espécies. Este tipo de analise
nao supervisionada gera resultados mais robustos quando aplicada para analisar
populacdes ou grupos limitados de espécies (Yamaguchi et al., 2011).

Em concluséao, a analise por PCA dos extratos de espécies de Piper apontou
uma tendéncia de agrupamento das espécies de acordo com o acumulo de
lignanas/fenilpropanoides e cromenos/acidos benzoicos. Nao foi possivel observar
separagdo das espécies que produzem amidas em um Unico grupo, por
apresentarem caracteristicas estruturais comuns as demais classes analisadas.
Entretanto, na analise por PCA empregando dados de massas (ESIMS) de espécies
produtoras de amidas, observou-se a formagao de agrupamentos de acordo com o

tipo estrutural das amidas acumuladas por estas espécies (Yamaguchi et al., 2011).
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Figura 22. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fragdo CHCI;) de espécies de Piper
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contribuiram para a formagao dos grupos.
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Na anédlise dos espectros de RMN de 'H da fragdo hidroalcodlica foram
observados sinais indicativos da presenca de aclUcares e aminoacidos, mas com
pouca resolucéao entre os grupos quando analisados por PCA (Apéndice 3, Figuras

91 e 92).

4.1.4. Anadlise de componente principal das espécies de Piper
pertencentes aos clados Schilleria e Macrostachys

A metodologia de PCA foi empregada na analise das espécies pertencentes
aos clados Macrostachys e Schilleria. Neste caso o PCA p6de explicar 84% da
variancia dos dados, sendo 74% explicado por PC1 e 10% por PC2. Foi observada a
formacdo de dois grupos de acordo com os clados de origem (Figura 35). Os
principais sinais que influenciaram na formacdo do grupo Macrostachys foram os
das metoxilas em & 3,86 e 3,88 ppm e os sinais em & 2,06-2,87 ppm comum aos
hidrogénios H-7, H-8, H-7' e H-8' em lignanas dibenzilbutirolacténicas. No grupo de
espécies pertencentes a Schilleria, P. solmsianum apresentou-se separada devido
os intensos sinais da lignana grandisina em & 3,84, 3,90 e 6,64 ppm. Os sinais da
regido aromatica em & 7,1-7,5 ppm contribuiram para o agrupamento das demais
espécies deste clado (Figura 36).

A resolucdo da andlise por PCA para separacao de espécies pertencentes
aos clados Macrostachys e Schilleria foi bastante satisfatério, indicando ser um
método de analise robusto quando se trata de diferenciar espécies que produzem

tipos diferentes de lignanas.
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Figura 24. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCls) de espécies de Piper
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4. 2. Variabilidade quimica e genética em Piper solmsianum

4.2.1. Diferencas morfolégicas e quimicas entre as populacées de P.
solmsianum

O estudo quimico de espécies identificadas como P. solmsianum amostradas
nas regides de Sao Paulo e Rio de Janeiro revelou um perfil bastante diferenciado
entre as populagdes de acordo com o local de origem, bem como acentuadas
diferengcas morfolégicas (Figuras 26-27). Na andlise filogenética utilizando a regiéo
de ITS (Figuras 15 e 99), as espécies de P. solmsianum coletadas em localidades
distintas apresentaram-se em clados separados, apontando uma possivel
segregacao destas espécies. Portanto fez-se necessario o emprego de técnicas que
permitem avaliar a variabilidade intra- e inter-populacional em P. solmsianum, e para
tal, foram comparados o perfil metabdlico dos extratos das folhas com o resultado
das andlises genéticas empregando marcadores de microssatélites desenvolvidos

para a espécie alvo deste estudo.

4.2.2. Distribuicao geografica de P. solmsianum

P. solmsianum é uma espécie arbustiva, de 1,5-4,5 metros de altura, glabro,
ocorrendo em florestas ombréfila densa montana e alto montana. Espécie freqlente
na mata com luz difusa, em planicies alagadigas, semi-paludosas ou brejos, ndo raro
ocorrendo em capoeiras ou matas de encostas e restingas. Sua distribuicdo ocorre
em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, e em todos os estados da Regiao Sul.
Floresce e frutifica de outubro a junho (Medeiros, 2006; Monteiro and Guimaraes,

2009).
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Figura 26. Folhas de P. solmsianum coletadas no Brasil. A: P. solmsianum [K-1384 (CUASO, SP)]
(Medeiros, 2006); B: P. solmsianum C. DC. [K-1368 (Ubatuba, SP)]; C: P. solmsianum [K-1329
(Teresépolis, RJ)] (Medeiros, 2006); P. solmsianum var. solmsianum D: [K-1316 (ltatiaia, RJ)]
(Monteiro and Guimaraes, 2009).
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Figura 27. Mapa dos locais de coleta, com ampliagdo na regido sudeste do Brasil. Destacado em
vermelho: locais de coleta de P. solmsianum. A: K-1384 (CUASO, SP); B: K-1368 (Ubatuba, SP); C:
K-1329 (Teresopolis, RJ); D: K-1316 (ltatiaia, RJ).
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4.2.3. Composicao quimica e atividades bioldgicas

P. solmsianum destaca-se pela elevada expressdo e acumulo de produtos
oriundos do metabolismo fenilpropanoidico. A lignana (-)-grandisina € o produto
majoritario em folhas dos individuos da populacdo do grupo B. Trata-se de uma
substancia cristalina de facil obtencao a partir dos extratos brutos e que possui uma
potente atividade (ICso= 5 pg/mL) contra as formas tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi, que € o agente causador da Doenca de Chagas nas regides tropicais do
planeta (Lopes et al., 1998). Uma série de trabalhos estdo sendo desenvolvidos
explorando a gama de atividades bioldgicas apresentadas pela grandisina: atividade
antiniciceptiva e anti-inflamatéria (Carvalho et al., 2010), citotéxica e angiogénica
(Valadares et al., 2009), larvicida contra larvas do mosquito transmissor da dengue
Aedes aegypti (Cabral et al., 2009). Lignanas tetraidrofuranicas com padréo de
substituicdo com grupos metilenodioxila em um ou em ambos sistemas aromaticos
(Tabela 13) também apresentaram potente atividade tripanocida (Martins et al.,
2003). No caso de P. solmsianum var. solmsianum, variedade frequentemente
encontrada no Rio de Janeiro, foram obtidos como produtos principais o
conocarpano e eupomatenoide-5, que apresentaram atividade antinociceptiva (da
Silva et al.,, 2010), antifungica (de Campos et al., 2005) e potente atividade
antibacteriana (de Campos et al., 2007). O éleo essencial destas espécies contém
como constituinte majoritario (aprox. 40%) 0 1-alil-2-metoxi-4,5-
metilenedioxibenzeno (asaricina), que apresentou efeitos psicofarmacologicos de
depresséao do sistema nervoso central (Moreira et al., 2001).

Tais relatos indicaram a acentuada expressao da via fenilpropanoidica nestas
populagdes, o que reflete a tendéncia das espécies de P. solmsianum em produzir e
acumular preferencialmente compostos da via fenilpropanoidica. Ainda que os

metabolitos acumulados por estas espécies sejam relevantes sob o ponto de vista
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de atividade biol6gica com consequente necessidade de uma identificacdo e
classificacao das populacdes, um estudo de variabilidade genética associado ao
potencial biossintético constitui-se em um aspecto bastante interessante.

Para analise do perfil metabdlico e genético de P. solmsianum, foram
selecionadas 58 espécimens coletados em diferentes localidades entre os estados
do Rio de Janeiro e Sao Paulo (Tabela 6, Figuras 26 e 27), sendo coletados de 13 a
16 espécimens de cada local, com uma distancia minima de 50 metros entre cada
individuo, a fim de maximizar a diversidade genética e minimizar a variagdo
ambiental. Os principais metabdlitos presentes nos extratos foram identificados com
o auxilio de técnicas de RMN uni e bidimensionais, CLAE-EM, e comparagdo com
dados da literatura (Figuras 13 e 28, Apéndices 1 e 2). Os extratos foram analisados
por RMN de 'H, e os dados obtidos das analises multivariadas (Principal Component
Analysis - PCA) e por microssatélites confirmaram a diferenca significativa entre os
perfis metabodlicos e genéticos das populacdes de regides distintas.

A fim de obter o maximo de informacao de cada individuo, foram testados
métodos de extracdo, e o0 método de escolha foi composto por CHCI; e CH3OH:H.O
(1:1 v/v). Este método melhorou a visualizacdo dos ligndides na fase organica,
refinando a resolugdo do espectro principalmente entre &4 3-5 ppm, regido comum
aos sinais de agucares que se sobrepdem os sinais de metoxilas, de hidrogénios H-
7 e H-7' das cadeias laterais em fenilpropanoides e de hidrogénios carbindlicos dos

anéis tetraidrofuranicos e benzofuranicos em lignanas.
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Figura 28. Espectros de RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) dos extratos brutos (fragdo CHCIs) das folhas
de espécimens de P. solmsianum coletadas em diferentes localidades. A: K-1384 (CUASO, SP); B:
K-1368 (Ubatuba, SP); C: K-1329 (Teresopolis, RJ); D: K-1316 (ltatiaia, RJ).
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4.2.4. Variabilidade intra-populacional em P. solmsianum

4.2.4.1. Grupo A (CUASO, SP, sigla K-1384)

Espécies de P. solmsianum do grupo A (k-1384, CUASO - Sao Paulo-SP)
apresentaram em seus perfis quimicos dos extratos a presenca de lignana
tetraidrofuranica com padrdao de substituicdo nos anéis aromaticos 3'.4'-
metilenodioxi-3,4,5,5'-tetrametoxi como principal constituinte. Os individuos A2 e A3
apresentaram-se destacados do cluster principal, influenciados pelos sinais intensos
de metoxilas em & 3,86 e 3,88 ppm indicando o teor elevado de lignanas em relagéo
as demais amostras de outros individuos. Os individuos A1, A8 e A11 distanciaram-
se dos demais por apresentarem uma reducdo significativa dos sinais na regiao
aromatica e de metoxilas, dando lugar a um conjunto de sinais intensos na regiao
alifatica, responsaveis pela separacao desses individuos do cluster principal (Figuras
29 e 30). A analise de PCA evidenciou 83% dessa diferenca, sendo 57% resolvido

pela variavel PC1 e 26% pela PC2.
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Figura 29. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fragdo CHCIs) de todos os espécimens de

P. solmsianum pertencentes ao grupo A. Sigla e local de procedéncia: K-1384, CUASO - Sao Paulo.
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Figura 30. Grafico de loadings dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCI;) de espécimens de P.

solmsianum pertencentes ao grupo A. Sigla e local de procedéncia: K-1384, CUASO - Sao Paulo.



4.2.4.2. Grupo B (Ubatuba, SP, sigla K-1368)
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As espécies do grupo B chamaram atencao pelo pronunciado contetudo da

lignana grandisina nos extratos. Alguns individuos também apresentaram em seus

perfis quimicos o fenilpropanoide isoelemicina em mistura com a grandisina. Na

andlise de PCA foi observada uma tendéncia ao agrupamento de acordo com as

proporcoes de grandisina e isoelemicina nas amostras (Figuras 31 e 32). Um total de

90% da variancia entre as individuos pode ser evidenciada pela analise de PCA,

sendo 80% por parte da PC1 e 10% pela PC2.
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Figura 31. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCI,) de todos os espécimens de

P. solmsianum pertencentes ao grupo B. Sigla e local de procedéncia: K-1368, Ubatuba - Sao Paulo.
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Figura 32. Grafico de loadings dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCI;) de espécimens de P.
solmsianum pertencentes os grupo B. Sigla e local de procedéncia: K-1368, Ubatuba - Sao Paulo.

4.2.4.3. Grupo C (Teresopolis, RJ, sigla K-1329)

As espécies do grupo C sao caracterizadas pelo acumulo de lignanas
tetraidrofurénicas e fenilpropanoides. Trés individuos dessa populagéo distanciaram-
se do cluster principal, destacando-se uma unica espécie C9 com perfil metabdlico
semelhante ao das espécies do grupo D, as quais acumulam preferencialmente
lignanas do tipo benzofurénicas. Para os individuos C2 e C4 foi observado um
decréscimo bastante acentuado nos sinais caracteristicos de lignanas (aromaticos e
de metoxilas), que deram lugar a um conjunto de sinais intensos na regiao alifatica
que influenciaram significativamente na separacdo desses espécimens dos demais
no grafico de scores gerados na analise de PCA (Figuras 33 e 34), situacéo
semelhante ao observado para trés representantes do grupo A (Figuras 29 e 30). O
PCA pb6de explicar 90% da variancia entre as amostras, sendo 77% explicado pela

PC1 e 13% pela PC2.
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Figura 33. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fragdo CHCI,) de todos os espécimens de
P. solmsianum pertencentes ao grupo C. Sigla e local de procedéncia: K-1329, Teresépolis, Rio de

Janeiro.
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Figura 34. Gréfico de loadings dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCIls) de espécimens de P.
solmsianum pertencentes os grupo C. Sigla e local de procedéncia: K-1329, Teresopolis, Rio de

Janeiro.
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4.3.4.4. Grupo D (ltatiaia, RJ, sigla K-1316)

O perfil quimico das espécies do grupo D foi caracterizado pela presenca
acentuada de lignanas benzofuranicas. Entretanto, os espécimens D4, D6 e D9
acumulam fenilpropanoides como principais produtos, levando a separacao destes
individuos do cluster principal, sendo essa diferenca explicitada pela analise de PCA

em 83%, sendo 59% resolvido pela PC1 e 24% pela PC2 (Figuras 35 e 36).
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Figura 35. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fragdo CHCI;) de todos os espécimens de
P. solmsianum pertencentes ao grupo D. Sigla e local de procedéncia: K-1316, Itatiaia, Rio de

Janeiro.
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Figura 36. Grafico de loadings dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCI;) de espécimens de P.

solmsianum pertencentes os grupo D. Sigla e local de procedéncia: K-1316, Itatiaia, Rio de Janeiro.

4.2.5. Analise inter-populacional em P. solmsianum

A andlise do diagrama de scores dos dados de RMN de 'H dos extratos
brutos de P. solmsianum permite distinguir quatro grupos principais que foram
consistentes com o conjunto de espécies de cada localidade de coleta (Figuras 37 e
38).

O perfil quimico das espécies que compdéem o grupo A é caracterizado pela
presenga dos fenilpropanoides apiol e miristicina e de lignanas tetraidrofuranicas
com o padrao de substituicao 3,4,5-trimetoxi e 3,4-metilenodioxi-5-metoxi (Amaral,
2008). O atributo que se destacou no perfil quimico destas espécies foi o sinal em &
5,96 ppm (s, 2H), indicando a presenca de um grupo metilenodioxifenilico, e os
sinais intensos de metoxilas em 6 3,86 (s, 3H) e 3,88 ppm (s, 3H), que influenciaram
a formacao deste agrupamento.

Dentre as populagdes analisadas, o grupo B foi a que apresentou o maior

conteudo de (-)-grandisina, sendo que em 1/3 dos individuos amostrados também
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apresentaram isoelemicina em seus perfis metabdlicos. A (-)-grandisina consiste em
uma lignana tetraidrofuranica com sinais caracteristicos no espectro de RMN de 4
metoxilas nas posicoes 3 e 3-OCHgs, 5 e 5-OCH3; em & 3,84 ppm (s, 12H) e mais 2
metoxilas nas posicoes 4 e 4'- OCHz; em & 3,89 ppm (s, 6H), do sinal em & 6,64 (s,
4H) referente aos 4 hidrogénios aromaticos H-2, H-6, H-2' e H-6', além da metila &
1,08 (d, J=6,6 Hz, 3H) em H-9 e H-9'. Sua configuracdo toda trans conduz a
coincidéncia dos sinais relativos aos hidrogénios do anel tetraidrofuranico, sendo
portanto observado apenas um sinal referente aos H-7 e H-7' em & 4,66 ppm (d,
J=6,6 Hz, 2H) e um sinal em & 1,75 ppm (m, 2H) para os H-8 e H-8'. No espectro da
isoelemicina, os sinais caracteristicos sdo as metoxilas das posi¢cées 3-OCHs e 5-
OCH3; em & 3,84 ppm (s, 6H), os hidrogénios arométicos de H-2 e H-6 em & 6,55
ppm (s, 2H) e os sinais olefinicos de H-8 em & 6,40 ppm (m, 1H). Os valores de
deslocamento quimico dos H-8 em fenilpropanoides sdo bastante influenciados pela
configuracdo da dupla ligagdo ou pela substituicdo na cadeia lateral sendo, portanto,
uma importante aspecto para a identificacdo dessas lignanas.

Nas amostras do grupo C foi possivel notar uma diminuigdo da intensidade
dos sinais referentes a grandisina e o incremento dos sinais relativos ao
fenilpropanoide elemicina. Este grupo exibiu homogeneidade na proporgao do teor
de metabdlitos, com apenas trés individuos diferenciados por apresentarem sinais
tipicos de lignanas benzofuranicas, fato que induziu alguns espécimens do grupo C
a se agruparem com o grupo D.

A diferenca entre os perfis das amostras do grupo D e dos demais grupos é
bastante pronunciada, uma vez que o0s sinais de metoxilas praticamente
desaparecem e dao lugar a um novo padrao de sinais ocorrendo na regido alifatica e
aromatica, que influenciaram a formagdo de um agrupamento consistente para o

grupo D. Destacam-se os sinais em 6 1,37 (d, J= 6,8 Hz, 3H, H-9) e 1,86 ppm (dd,
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J=6,6 e 1,75 Hz, 3H, H-9) que sao atribuidos as metilas H-9 presentes nas
estruturas de neolignanas diidrobenzofuranicas como o conocarpano, e 0s sinais em
® 1,90 (dd, J=6,6 e 1,75 Hz, 3H, H-9) e & 2,40 ppm (s, 3H, H-9) referentes as
metilas H-9 e H-9' das lignanas benzofuranicas, como os eupomatenoides. Outro
conjunto de sinais bastante diferenciados foi observado na regido entre & 6,0-7,0
atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-7' e H-8' entre & 7,0-8,0 ppm relativos aos
hidrogénios aromaticos comuns nas posi¢des 2, 3, 5, 6,2',5'e 6'.

Este tratamento evidenciou 85% da variancia entre os dados, sendo 72%

deles explicados por PC1 e 13% por PC2.



124

005 —

Scores

-0.05 —|

PC1

0.06 004 002 0 0.02 0.04 0.06

0.08

0.10 0.12 0.14 0.6 0.8

RESULTIZ, X-expl 72%.13%

Figura 37. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fragio CHCl;) de todos os espécimens de
P. solmsianum. Sigla e local de procedéncia: A: K-1384 (CUASO-SP). B: K-1368 (Ubatuba, SP). C:

K-1329 (Teresopolis-RJ). D: K-1316 (Itatiaia-RJ).
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Figura 38. Grafico de loadings dos dados de RMN de 'H (fracdo CHCl;) de espécimens de P.
solmsianum. Sigla e local de procedéncia: A: K-1384 (Sao Paulo, CUASO-SP). B: K-1368 (Ubatuba,

SP). C: K-1329 (Teresopolis-RJ). D: K-1316 (ltatiaia-RJ).



125

No espectro de RMN de 'H da fragao hidroalcodlica, pode-se observar sinais
indicativos da presenca de acucares e aminoacidos. Os individuos dos grupo A
apresentaram-se agrupados em um cluster, entretanto, as demais amostras nao
demonstraram diferencas significativas, sendo pouco informativas para distincao das
espécies de acordo com seus perfis quimicos (Apéndice 3, Figuras 93, 94 e 95).

A andlise do perfil quimico somado a técnica de PCA tém sido utilizado com
sucesso na classificacdo metabdlica e diferenciacdo de cultivares de plantas
comercializadas ou com aplicagdes farmacéuticas e medicinais, tais como Cannabis
sativa (Choi et al., 2004), Camellia sinensis (Le Gall et al., 2004), Panax ginseng
(Lee et al., 2009), llex paraguariensis (Kim et al., 2010b) e Withania somnifera
(Bhatia et al., 2013).

Considerando todos os resultados nesta anélise, o uso de dados de RMN de
'H combinados com a andlise multivariada apresentou-se como uma ferramenta
promissora para a o agrupamento dos espécimens de P. solmsianum de acordo com
seus perfis metabdlicos, caracteristicos das populacdes de cada regiao amostrada.
O PCA mostrou-se sendo uma técnica consistente, rapida, reprodutivel e
informativa, e que permitiu uma separacdo eficiente entre as populagdes de P.

solmsianum sem qualquer passo de pré-purificagao.

4.2.6. Variabilidade genética utilizando marcadores de microssatélites
(simple sequences repeats - SSR)

Os microssatélites foram descritos no inicio dos anos 80, através de
experimentos utilizando ultracentrifugacao das moléculas de DNA. Foi observado
que, quando as moléculas de DNA sao ultracentrifugadas em presenca de cloreto de
césio, sal que permite a formacao de um gradiente de densidade na solucéo, séao

formadas fases acima e abaixo da maior parte do DNA. Essas fragbes foram
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analisadas, e descobriu-se que consistiam de pequenas sequéncias repetidas em
tandem. A natureza da variacdo entre os individuos e populacées € o nimero de
repeticdes que existem dos microssatélites, o que demonstrou a utilidade desses
marcadores na caracterizacao de polimorfismos (Ferreira and Grattapaglia, 1996;
Matioli and Passos-Bueno, 2001).

Com o intuito de dar consisténcia a analise quimica, foram realizados estudos
combinados com a técnica de microssatélite. As analises de microssatélites tém sido
amplamente utilizadas para definir a diversidade genética e as relagcdes de
parentesco em plantas, inclusive para alguns representantes de Piper, como P.
nigrum (Menezes et al., 2009) e P. polysyphonum (Liao et al., 2009). O mapeamento
e a analise dos microssatélites para P. solmsianum (Anexo 1) foram desenvolvidos
no Instituto Agronémico de Campinas (IAC), em colaboragcdo com o Dr. Carlos
Colombo.

Para a analise do perfil genético de P. solmsianum foram selecionados 72
espécimens, dos quais 58 deles correspondem aos mesmo individuos submetidos a
analise quimica incluindo replicatas adicionadas para dar robustez a analise. Os
microssatélites foram utilizados para avaliar o polimorfismo entre os individuos e
entre as populagdes. O programa Structure (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para
a obtengdo da estrutura genética dos individuos de acordo com seguintes
parametros: (/) 500.000 simula¢des de cadeia de Markov Monte Carlo, (i) burn in
(descarte inicial) de 500.000, (i) modelo de ancestralidade se miscigenagao e (iv)
modelo de frequéncias alélicas correlacionadas. As simulagdes de agrupamento (K)
foram estimadas no programa de acordo com o método descrito por Evanno
(Evanno et al., 2005) e variam de 1 a 10. A estruturagdo da variabilidade foi
visualizada através de dendrograma gerado pela de matriz de distancias genéticas

de Nei (Nei, 1987) e pelo critério de agrupamento UPGMA (Sokal and Michener,
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1958), através do programa NTSYS (Rohlf, 2000).

As quatro coletas iniciais que compunham os 72 genétipos foram submetidas
a analise de grupos genéticos independentes através do programa Structure
(Pritchard et al., 2000), que indica o numero mais provavel de populacdes através da
determinagao do valor de K. Essa analise identificou clusters com base no ajuste de
proporcdes de Hardy-Weinberg e seus equilibrios de ligagdo. O numero mais
provavel de grupos distintos (K) de acordo com o procedimento de Evanno (Evanno
et al., 2005) foi de trés clusters, ou seja, K = 3 (Figura 39). Esse resultado revela que
os individuos coletados em duas regides distintas, Teresopolis e ltatiaia, ambas no
estado do Rio de Janeiro (RJ) formam uma Unica populagado (grupos C e D,
destacados em verde na Figura 39). J& as duas outras coletas nas regides de
Ubatuba e da CUASO-USP, ambas no Estado de Sao Paulo, apresentaram-se como
populagdes distintas, mantendo a separacgao inicial na ordem de coleta (destacados
em vermelho e azul na Figura 39, respectivamente).

Os mesmos genotipos foram classificados pelo método UPGMA a partir das
relacdes de distancias genéticas calculadas entre eles. O dendrograma (Figura 39)
revela grande semelhanga com os grupos revelados pela analise bayesiana do
programa Structure, muito embora a estruturacdo revelada pelo método UPGMA
tenha sido mais bem sucedida para agregar individuos de mesmas localidades de

coleta.
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Figura 39. (I) Dendrograma da distancia genética entre os 72 individuos de P.solmsianum definido
pelo critério de agrupamento UPGMA, baseado no indice de Jaccard, gerado pelo software NTSYS.
(Il) Grafico de barras indicando o numero de clusters obtido pelo software Structure. Individuos séo
representados pelas barras verticais. Individuos com as mesmas cores indicam que pertencem ao

mesmo cluster. Grafico em verde: populagao formada pelos individuos das coletas das regides de
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Teresopolis e ltatiaia, RJ (grupos C [K1329] e D [K1316]); Grafico em vermelho: populagdo formada
pelos individuos da coleta da regido de Ubatuba, SP (grupo B [k1368]); Grafico em azul: populagao
formada pelos individuos da coleta da regidao da CUASO, SP (grupo A [k1384]).(*): Indica individuos
coletados como replitcatas.

Os locos SSR desenvolvidos para P. solmsianum sao inéditos e foram
suficientemente informativos para estabelecer relagdes de parentesco entre os
acessos avaliados e estruturar a diversidade genética. Dos 9 locos adotados, sete
deles apresentaram desvios significativos quanto ao equilibrio de Hardy-Weimberg
esperado, sugerindo que as populacdes estdo sofrendo alguma pressao seletiva ou
gue a amostragem realizada nao foi suficientemente representativa para caracteriza-
las geneticamente. O indice de fixacao intra-populacional estimado apresentou valor
médio de endogamia relativamente baixo, sugerindo o predominio de fecundacao
cruzada entre individuos, caracterizando tendéncia para alogamia. De fato, do total
de diversidade encontrada, a maior parte (aproximadamente 70%) esté alocada para
variagdes intra-populacionais e o restante (30%) para variagdes inter-populacionais,
0 que € esperado para espécies alogamicas. Em relacdo a estruturacdo da
diversidade genética, houve clara tendéncia de grupamento dos gendtipos do estudo
em funcdo de suas localidades de coleta. A metodologia bayesiana do programa
Structure (Figura 39, ll) revelou trés grandes grupos, dois deles formados em funcao
das localidades de coleta (grupos A e B), enquanto que em um terceiro grupo foram
alocados tanto genétipos de ltatiaia quanto de Tereso6polis (grupos C e D). Muito
embora essas duas localidades representem ambientes geograficos de mesma
altitude, que possa explicar semelhangas adaptativas idénticas para os genétipos
dessas localidades (Gavrilets et al., 1998; Smith et al., 2008), os mesmos individuos
foram separados em grupos distintos por meio do modelo UPGMA.

Os caracteres taxondmicos tais como porte, formato das folhas, pilosidade,
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tipos de inflorescéncias e frutos sdo usualmente empregados para identificacao das
espécies de Piper. Entretanto, as espécies de Piper sao caracterizadas pelas suas
infrutescéncias e flores primitivas, fato que pode representar uma adversidade para
as identificacdes. Portanto, faz-se necessario somar as técnicas de analise do perfil
quimico e de marcadores moleculares com os dados morfolégicos, a fim de
aperfeicoar o processo de classificacdo taxonémica. Esforcos nesse sentido tém
avancado em estudos com outras espécies.

O emprego da correlagdo positiva entre a diversidade quimica e genética foi
analisada para a populagdes selvagens e cultivadas da espécie de interesse
comercial e medicinal Panax ginseng (Schlag and Mclntosh, 2013). Utilizando-se
marcadores de polimorfismo pela técnica de RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) para avaliar a variabilidade genética dos individuos, foram
gerados agrupamentos que apresentaram correspondéncia muito proxima aos
quimiotipos determinados pela analise dos perfis quimicos, deixando claro que o
emprego destas técnicas combinadas podem ser de grande utilidade.

Embora seja possivel uma clara distincdo entre os espécimens de P.
solmsianum através da analise dos perfis quimicos, estes constituem-se em parte do
fendtipo e estdo sujeitos a oscilagdes no teor e composigdo em resposta a variagdes
ambientais. Por outro lado, os microssatélites sdo independentes do efeito dessas
variagbes e, portanto, sdo uma ferramenta imprescindivel para a completa
identificagdo das espécies. Além disso, torna-se possivel acessar a variabilidade
entre espécies e populacdes e apontar 0s processos que exercem pressao evolutiva
sobre os individuos, abrindo assim uma nova perspectiva para direcionar esforcos
na conservacao, manejo e exploracao destas espécies.

Os resultados indicaram o potencial da andlise do perfil quimico e dos

microssatélites para distinguir as espécies morfologicamente similares de P.
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solmsianum, uma vez que os dados obtidos das analises quimicas e genéticas
foram bastante congruentes, apontando a formagao de populacdes especificas de

cada local de coleta.

4.3) Genes envolvidos na biossintese de lighdides

A espécie P. solmsianum possui um perfil metabdlico com clara producéo e
acumulo de lignanas tetraidrofuranicas. Tal caracteristica torna essa espécie um
excelente modelo para o estudo da biossintese de lignanas tetraidrofuranicas que
envolvem reagdes de acoplamento oxidativo que requerem o desenvolvimento e o
recrutamento de genes altamente especificos nas etapas de formacao dos
precursores e dimerizacao destes metabdlitos.

A biossintese proposta para as lignanas em P. solmsianum envolve a via do
metabolismo fenilpropanoidico (Figuras 40 e 41), e inicia-se a partir da desaminacao
da fenilalanina gerando o acido cinamico que apds etapas de reducao e metilagao
leva a formacao do alcool sinapilico. A reducado do alcool sinapilico para gerar o
acetato de sinapila requer a participagdo de uma enzima do tipo acetiltransferase
(AcT), responsavel pela acilagdo do alcool sinapilico na posigdo C-9, gerando um
melhor grupo de saida. A posterior eliminagdo do grupo acetila € mediada pela agéo
da enzima propenilfenol sintase (PPS), gerando assim o E-5-metoxi-isoeugenol

(Figura 40).
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Figura 40. Biogénese proposta para a formagao do E-5-metdxi-isoeugenol em P. solmsianum.

As lignanas tetraidrofurdnicas em P. solmsianum seriam oriundas do
acoplamento oxidativo de duas unidades de E-5-metdxi-isoeugenol que leva a di-O-
4,4'-desmetilgrandisina, que apdés uma etapa de metilacdo resultaria na (-)-
grandisina (Figuras 40 e 41), o produto majoritario encontrado nessa espécie. Os
ensaios in vitro, com preparagdes enzimaticas extraidas das folhas de P.
solmsianum, demonstraram a enantiosseletividade da reacdo de acoplamento que
promove a formacdo exclusiva do isbmero (-)-di-O-4,4’-desmetilgrandisina (100%

ee) a partir do E-5-metéxi-isoeugenol (Martins, 2002).
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Figura 41. Biossintese proposta para a (-)-grandisina em P. solmsianum.

O processo de formacdo de lignanas € mediado por acdo de enzimas
especificas e por esta razao as lignanas possuem um controle biossintético notavel
originando produtos enantiomericamente puros. Foi observado que este controle

estéreo- e enantiosseletivo devia-se nao as peroxidases atuantes, mas a uma classe



133

de proteinas denominadas proteinas dirigentes (Davin et al., 1997; Gang et al.,
1999; Halls and Lewis, 2002; Ralph et al., 2006; Ralph et al., 2007).

A fim de lancar luz as relagdes entre os genes envolvidos na biossintese de
ligndides em P. solmsianum e suas funcgbes, foram selecionados para o presente
estudo os genes: acetiltranferase (AcT), propenilfenol sintase (PPS) e proteina

dirigente (PD).

4.3.1. Acetiltransferase em P. solmsianum (PsAcT)

Para a amplificacdo da regidao do gene acetiltransferase em P. solmsianum
(PsAcT), foram desenhados um conjunto de iniciadores baseados em sequéncias de
peptideos descritas de genes relacionados em Petunia hybrida (PhCFAT) (Dexter et
al., 2007) e Larrea tridentata (Vassao et al., 2007) (Tabela 8, item 3.7.4). As bandas
mais promissoras, que apresentavam o tamanho esperado para o amplificado, foram

recuperadas dos géis, clonadas e sequenciadas (Figuras 42 e 43).
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Figura 42. Géis de agarose 0,8% do amplificado com iniciadores para PsAcT. Os nimeros de 1-12
indicam os gradientes de temperatura em cada uma das linhas do termociclador (Tabela 9). As letras
gue seguem 0s ndmeros respresentam o conjunto de iniciadores utilizados: a) AcT Dir1 + AcT Rev1.

b) AcT Dir2 + AcT Rev1. As setas indicam as bandas recuperadas do gel.
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A pesquisa no banco de dados NCBI com a ferramenta BlastX (Figuras 44 e
45) indicou que duas das bandas amplificadas, denominadas de PsAcT-1 (418 pb,
equivalentes a 139 aminoacidos) e PsAcT-2 (386 pb, equivalentes a 128

aminoacidos) fazem parte da classe das enzimas acetiltranferases.

D1R1 10a
PsAct-2
Sequenciamento:
BLASTx para AcT
D2R1 7-8b
PsAcT-1

Figura 43. Gel de agarose 0,8% das bandas recuperadas da amplificacdo da regiao AcT com os
iniciadores AcT Dir1+Rev1 e AcT Dir2+AcT Rev1, clonadas no vetor pCR-4.
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Figura 44. Resultado da busca BlastX no site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ para a sequéncia parcial

do gene acetiltransferase de P. solmsianum PsAcT-1. Data de acesso: 26/06/2013.
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Figura 45. Resultado da busca BlastX no site http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/ para sequéncia parcial do

gene acetiltransferase de P. solmsianum PsAcT-2. Data de acesso: 26/06/2013.

Estudos sobre a biossintese do eugenol/isoeugenol apontaram que durante a
formagao destes importantes componentes do aroma de uma variedade de plantas,
é utilizado como substrato um éster do alcool coniferilico (Dexter et al., 2007;
Koeduka et al., 2009a; Koeduka et al., 2009b; Koeduka et al., 2006). A enzima
responsavel pela formacdo deste intermediario acetilado a partir do élcool foi
caracterizada como coniferyl alcohol acetyltransferase, pertencente a familia BAHD
(Dexter et al., 2007). Os membros desta familia de enzimas apresentam
principalmente dois motivos conservados. O primeiro deles, HxxxD é localizado
proximo a porgao central das enzimas que utilizam como substrato os tioésteres da
coenzima-A. O motivo DFGWG fica localizado préximo a porgao C-terminal e néo
pbéde ser visualizada nos fragmentos PsAcT. Praticamente todas as enzimas dessa
classe apresentam estes motivos conservados, e mutagdes sitio-direcionadas
demonstraram que delegbes ou mutagbes em um ou ambos motivos reduzem
grandemente a atividade das enzimas, indicando serem sitios cataliticos importantes
(D'Auria, 2006; St Pierre and de Luca, 2000).A sequéncia PsAcT-1 apresentou 50%
de identidade com a enzima coniferyl alcohol acetylltransferase de Petunia hybrida
(PhCFAT) (numero de acesso no NCBI: ABG75942), 49% com HxxxD-type acyl-
transferase de A. thaliana (n° acesso: NP178020) e 54% com HxxxD-type acyl-

transferase de Theobroma cacao (n° acesso: EOY26188) (Figura 44). A sequéncia
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PsAcT-2 demonstrou 52% de identidade com PhCFAT (n° acesso ABG75942) e
57% com a enzima HxxxD-type acyl-transferase de Arabidopsis thaliana (n° acesso:
NP178020) (Figura 45). As sequéncias PsAcT apresentaram similaridade quando
alinhadas com as sequéncias ja identificadas de BAHD obtidas do banco de dados,
e a sequéncia PsAcT-1 exibiu o dominio conservado HxxxD, que caracteriza as

BAHD (Figura 46).
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Figura 46. Alinhamento dos fragmentos do gene acetiliransferase (AcT) de P. solmsianum com a
sequéncia da enzima coniferil alcool aciltransferase (Petunia hybrida, n° acesso ABG75942). PsAcT:
regido do gene acetiltransferase amplificado de P. solmsianum (os nimeros 1 e 2 indicam sequéncias
obtidas com diferentes iniciadores). A seta dupla indica um dos motivos conservados, HxxxD,
caracteristicos da familia de BAHD aciltransferases (acesso dia 14/08/2012). As regides de consenso

estdo marcadas com asterisco (alinhamento clustalW).
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Estes resultados evidenciaram a presenca de aciltranferases em P.
solmsianum, e a caracterizacao parcial das sequéncias obtidas de PsAcT apontaram

seu proximidade com as enzimas que levam a formagéo dos fenilpropanoides.

4.3.2. Propenilfenol sintase em P. soImsianum (PsPPS)

Para a obtencdo do gene PPS foram testados dois conjuntos de primers
baseados em sequéncias ja descritas na literatura para isoeugenol sintase (IGS)
(Koeduka et al., 2008; Louie et al., 2007). Para a amplificacdo da sequéncia
completa do gene PPS, foi empregada a técnica RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends), e a sequéncia completa da regido codificante do gene foi clonada e
sequenciada para confirmacgao (Figura 47). Este gene de 960 nucleotideos
codifica a proteina correspondente com 320 aminodcidos, com massa molecular

estimada de 35745,30 Da e pl estimado de 5,75 (Figura 47 e 48).
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Figura 47. A: Gel de agarose 0,8% com o gene completo PsPPS amplificados nas reagdes 1 e 2. B:

Gel de agarose das colénias contendo o inserto de PPS da reagéo 1 (acima) e 2 (abaixo).
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BioEdit version 7.0.9.0 (6/27/07) Restriction Mapping Utility (c)1998, Tom Hall

PPS_Psolm NY4 Restriction Map
960 base pairs
M p M VRS R I L I F GA S GG Y L G K Y MV R A S M A
1 ATGGATATGGTGAGAAGTCGAATTCTTATCTTTGGTGCTAGTGGGTACCTGGGGAAGTACATGGTTAGGGCGAGTATGGC 80
1 TACCTATACCACTCTTCAGCTTAAGAATAGAAACCACGATCACCCATGGACCCCTTCATGTACCAATCCCGCTCATACCG 80

M G H P T L V F VR?P I DAS AP P S KL E V I E E
81 CATGGGGCATCCCACCCTTGTGTTCGTCCGGCCAATTGATGCATCAGCTCCCCCCTCTAAATTGGAAGTTATCGAGGAGT 160
81 GTACCCCGTAGGGTGGGAACACAAGCAGGCCGGTTAACTACGTAGTCGAGGGGGGAGATTTAACCTTCAATAGCTCCTCA 160

F E S M GV KV F Q G DL S DH G K L VS V I K Q A D
161 TTGAATCCATGGGTGTCAAAGTGTTTCAGGGAGATTTAAGTGATCATGGTAAGCTTGTTTCGGTCATCAAGCAGGCAGAT 240
161 AACTTAGGTACCCACAGTTTCACAAAGTCCCTCTAAATTCACTAGTACCATTCGAACAAAGCCAGTAGTTCGTCCGTCTA 240

v v 1 8§ v L A S P Q H L D Q I K I I D A I K E A G N I
241 GTGGTGATTTCAGTCCTAGCAAGTCCTCAACATCTCGATCAAATCAAAATCATCGACGCCATAAAGGAAGCTGGTAACAT 320
241 CACCACTAAAGTCAGGATCGTTCAGGAGTTGTAGAGCTAGTTTAGTTTTAGTAGCTGCGGTATTTCCTTCGACCATTGTA 320

K R F VP S E Y G HE V D RV TV L P P F Q A L L D
321 CAAGAGGTTTGTGCCTTCAGAGTATGGACATGAAGTGGATAGGGTGACTGTCCTTCCACCCTTCCAAGCACTACTTGATA 400
321 GTTCTCCAAACACGGAAGTCTCATACCTGTACTTCACCTATCCCACTGACAGGAAGGTGGGAAGGTTCGTGATGAACTAT 400

I K K K I R R A T E A Q G I P H T Y V V A N S L A A Y
401 TCAAGAAGAAGATCAGAAGAGCTACAGAGGCACAAGGGATCCCACACACTTACGTAGTGGCCAACTCCTTGGCTGCCTAC 480
401 AGTTCTTCTTCTAGTCTTCTCGATGTCTCCGTGTTCCCTAGGGTGTGTGAATGCATCACCGGTTGAGGAACCGACGGATG 480

F V DY L L H P R D Q E R D A V T I F G D G T A Y A V
481 TTTGTGGACTATCTACTCCACCCACGAGATCAAGAAAGAGACGCTGTGACGATTTTTGGCGATGGCACTGCCTATGCTGT 560
481 AAACACCTGATAGATGAGGTGGGTGCTCTAGTTCTTTCTCTGCGACACTGCTAAAAACCGCTACCGTGACGGATACGACA 560

L N Y E E D VA S Y T I M A AT D P R V E N R V I I
561 ACTAAACTACGAAGAAGATGTTGCTTCATATACAATCATGGCTGCAACTGACCCAAGAGTCGAGAACCGAGTTATCATAT 640
561 TGATTTGATGCTTCTTCTACAACGAAGTATATGTTAGTACCGACGTTGACTGGGTTCTCAGCTCTTGGCTCAATAGTATA 640

L R P P G NI VS QL DL I F S WE KK T G K S Y K R
641 TAAGGCCTCCTGGAAATATAGTTTCTCAGCTAGATTTGATCTTCTCGTGGGAGAAGAAGACTGGGAAGTCATATAAGAGG 720
641 ATTCCGGAGGACCTTTATATCAAAGAGTCGATCTAAACTAGAAGAGCACCCTCTTCTTCTGACCCTTCAGTATATTCTCC 720

L H I P E E E I I K L T E T L P H P D N I P M S I L H
721 CTCCACATTCCCGAAGAAGAAATCATCAAGCTCACAGAAACTCTTCCGCATCCCGACAACATACCCATGTCAATCCTTCA 800
721 GAGGTGTAAGGGCTTCTITCTITTAGTAGTTCGAGTGTCTTTGAGAAGGCGTAGGGCTGTTGTATGGGTACAGTTAGGAAGT 800

N I F VXK G b QM GVF ELREDUDILEA ASA AL Y P D
801 CAACATCTTCGTCAAGGGTGACCAGATGGGGTTTGAGCTCAGGGAAGATGATTTGGAGGCTTCTGCACTATACCCAGATT 880
801 GTTGTAGAAGCAGTTCCCACTGGTCTACCCCAAACTCGAGTCCCTTCTACTAAACCTCCGAAGACGTGATATGGGTCTAA 880

Yy Kk vy T ¢ v D s F L A RCV VD PP K?P KL AT F A *
881 ACAAATACACTTGTGTCGATAGTTTTTTGGCTCGTTGCGTTGTCGACCCGCCAAAACCAAAGTTAGCAACTTTTGCATAA 960
881 TGTTTATGTGAACACAGCTATCAAAAAACCGAGCAACGCAACAGCTGGGCGGTTTTGGTTTCAATCGTTGAAAACGTATT 960

Figura 48. Sequéncia completa do cDNA que codifica a proteina propenilfenol sintase de P.
solmsianum.
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4.3.2.1. Expressao heterologa, selecao das colbénias e purificacao da proteina
recombinante rPsPPS

O cDNA completo da regiao codificante do gene PsPPS apresentou elevada
similaridade com membros da familia de enzimas redutases PIP dependentes de
NADPH (Figuras 49 e 50). A busca BlastX indicou 65% de identidade com os genes
Isoeugenol sintase identificados de Petunia hybrida (nGmero de acesso no NCBI:
Q15GI3), 64% com Theobroma cacau (EOY25510), 56% com Pimpinella anisum

(ACL13526) e 52% com Clarkia breweri (ABR24112).

B T T T T T T T T A L |
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Figura 49. Alinhamento da sequéncia do gene propenilfenol sintase de P. solmsianum (PsPPS) com
a isoeugenol sintase de Petunia hybrida (n° de acesso: Q15GI3). As regibes de consenso estdo
marcadas com asterisco (alinhamento clustalW).
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Figura 50. Resultado da busca BlastX no site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ para a sequéncia do gene

propenilfenol sintase de P. solmsianum PsPPS. Data de acesso: 26/06/2013.

Apoés a identificacao da informagcao completa do gene, o PsPPS foi inserido
no sistema de expressao heteréloga em células de E. coli modificadas, utilizando-se
o vetor pET 54 (Invitrogen), que expressa proteinas recombinantes fundidas com
cauda His-Tag. As células foram cultivadas em meio liquido LB seletivo contendo
100ug.mL™" do antibiético carbanicilina.

Ao final de 24 horas de crescimento, as culturas que a apresentaram
ODe0o=0,5 foram submetidas a lise das células e extracdo das proteinas. Apds a
selegdo visual da cepa com maior expressao da proteina de interesse (cepas C e D)
no gel de poliacrilamida (Figura 51), foi realizado a scale-up da cultura para 1 L de

meio LB contendo carbanicilina 100pg.mL™".
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Protein ladder
KDa

Figura 51. Gel (SDS-PAGE) com o perfil de proteinas expressas das colénias de E. coli modificadas
contendo o gene propenilfenol sintase de P. solmsianum PsPPS. Linhas A-D: Col6nias selecionadas.
S: fracdo de proteinas soluveis. I: fracédo de proteinas insollveis. As flechas indicam a banda de

tamanho equivalente ao esperado para a proteina recombinante rPsPPS.

O extrato proteico foi submetido a fracionamento cromatografico empregando
coluna de afinidade de niquel, que permite a aderéncia da proteina recombinante
com cauda de poli-histidina a fase fixa, sendo posteriormente eluida utilizando uma
solucao contendo imidazol. A andlise destas fracoes indicou a presenca de fracoes
enriquecidas com a proteina recombinante rPsPPS, que foram utilizadas no ensaio

de conversao enzimatica (Figura 52).
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Figura 52. Géis (SDS-PAGE) das fragbes do extrato proteico das colénias C e D de E. coli
modificadas contendo o gene propenilfenol sintase de P. solmsianum (PsPPS). (I): fragdes oriundas
do primeiro fracionamento cromatografico; (Il): fracdes oriundas do segundo fracionamento
cromatografico, ambos em coluna de afinidade de niquel. A seta branca indica a banda purificada.
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4.3.2.2. Reacao de conversao enzimatica do precursor isoeugenol pela
enzima recombinante PsPPS

A fragao purificada da enzima foi testada quanto a capacidade de catalizar a
formacao do isoeugenol a partir do acetato de coniferila. Para a reacdo, com volume
final 200 uL contendo 50mM do tampao MES-KOH (pH 6,5), foram utilizados 5 ug da
fracao proteica enriquecida, TmM de acetato de coniferila como precursor e 1mM de
NADPH. Apds 30 minutos de incubacdo a 28°C, a reagéo foi encerrada com a
adicao de hexano para extracdo dos produtos. Como controle foram preparadas
reacoes sem a proteina recombinante.

A andlise da mistura reacional através de UPLC-UV (utilizando o método 1 -
item 3.1) e comparacdo com padrbes, permitiu identificar o isoeugenol como o

produto da conversao enzimatica (Figuras 53-57).
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Figura 53. Cromatograma UPLC-UV (280 nm) do substrato acetato de coniferila, utilizando o método
1 (item 3.1).
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Figura 54. Cromatograma UPLC-UV (280 nm) do padréo eugenol, utilizando o método 1 (item 3.1).
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Figura 55. Cromatograma UPLC-UV (280 nm) do padrao isoeugenol, utilizando o método 1

(item 3.1).
0,050 |
0.045
0.040
0.0356-
0.030] S
- 0.0254 -
2
0.020-
3
0.015] o o
o«
ay.
0.010] S
0.005]
0.000]
—————— T T T T T T
0. 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Figura 56. Cromatograma UPLC-UV (280 nm) da reagao controle, na auséncia de rPsPPS, utilizando

o método 1 (item 3.1). S: substrato (acetato de coniferila).
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Figura 57. Cromatograma UPLC-UV (280nm) obtido da conversdo enzimatica do acetato de coniferila
em isoeugenol, mediada pela enzima rPsPPS, utilizando o método 1 (item 3.1). S: substrato da

reacdo (acetato de coniferila). P: produto da conversao (isoeugenol).

As enzimas PPS sao especificas em relagdo a formagcao do produto gerado
apds a reducgdo. Foi demonstrado que o ataque nucleofilico do hidreto, fornecido
pelo NADPH, ocorre especificamente na posicao C-9 para formar o isoeugenol
(Koeduka et al., 2009a; Koeduka et al., 2009b; Koeduka et al., 2008; Koeduka et al.,
2006; Vassao et al., 2006). O resultado do ensaio enzimatico com a rPsPPS
recombinante utilizando o acetato de coniferila como substrato levou a formacao do
isoeugenol (Figuras 57 e 58), indicando que a enzima rPsPPS atua como uma

propenilfenol sintase.
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HO § HO
OMe NADPH+H* NADP* + Acetato OMe
Acetato de coniferila Isoeugenol

Figura 58. Proposta da conversao enzimatica mediada pela enzima propenilfenol sintase de P.

solmsianum (PsPPS).
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4.3.3. Proteina dirigente em P. solmsianum (PsPD)

A primeira informagao de proteina dirigente em P. solmsianum foi obtida da
amplificagdo de um fragmento de 300 pb utilizando-se iniciadores degenerados.
Essa regidao apresentou BlastX correpondente a proteina dirigente, com 80% de
identidade com a (+)-pinoresinol-forming dirigent protein de Schisandra chinensis (n°
acesso ADR30610) e 78% com proteina dirigente de Forsythia intermedia

(AAF25358) (Figura 59).
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Figura 59. Resultado da busca BlastX no site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ para sequéncia do gene

de proteina dirigente de P. solmsianum (PsPD). Data de acesso: 26/06/2013

Para obtencao do gene completo de proteina dirigente, foi utilizado a técnica
RACE. Os primers internos foram desenhados a partir da sequéncia de 300 pb
anteriormente obtida com iniciadores degenerados.

Posteriormente, o gene completo foi clonado no vetor pCR-4 e sequenciado
para confirmagdo. O alinhamento da sequéncia completa de aminoacidos de PsPD
(Figuras 60 e 61) apresentou 70% de similaridade com a proteina dirigente obtida de
Forsythia intermedia (AF210061) e 70% de similaridade com a PD de Schisandra
chinensis (HQ428029), indicando que a PsPD pertencente a classe das proteinas

dirigentes.
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M E I S $ §$ K v H L VS F F L L L L I L G S S A K P L
ATGGAAATTAGTAGCAGCAAAGTTCATCIGGTTTCCTTICTTCCTGCTCCTCCTCATCCTTGGCTCCTCTGCCAAGCCCCT
TACCTTTAATCATCGTCGTTTCAAGTAGACCAAAGGAAGAAGGACGAGGAGGAGTAGGAACCGAGGAGACGGTTCGGGGA

E K T s I T K P C K H L VL F F H D I V F N G A N A
AGAGAAGACGAGCATCACCAAACCATGCAAACATTTGGTGCTGTTCTTTCATGACATTGTCTTCAACGGCGCCAATGCAA
TCTCTTCTGCTCGTAGTGGTTTGGTACGTTTGTAAACCACGACAAGAAAGTACTGTAACAGAAGTTGCCGCGGTTACGTT

K N A T S A I V GA P QW G NL T I L A G Q S H F G N
AGAACGCAACGTCGGCCATAGTGGGAGCACCGCAATGGGGCAACCTGACCATCTTGGCCGGCCAGAGCCACTTCGGCAAC
TCTTGCGTTGCAGCCGGTATCACCCTCGTGGCGTTACCCCGTTGGACTGGTAGAACCGGCCGGTCTCGGTGAAGCCGTTG

I v I1I ¥ D D?P I TULDNNILUHS P P V G RA Q G F Y I
ATTGTGATTTTCGACGACCCGATCACCCTCGACAACAACCTGCACTCGCCGCCGGTGGGAAGGGCTCAAGGGTTCTACAT
TAACACTAAAAGCTGCTGGGCTAGTGGGAGCTGTTGTTGGACGTGAGCGGCGGCCACCCTTCCCGAGTTCCCAAGATGTA

Yy b R XK D EY TAWL G F S F VL N S T D Y E G T I
CTATGACAGGAAAGATGAGTACACTGCATGGCTCGGGTTCTCGTTTGTGCTTAATTCGACGGACTACGAAGGCACCATCA
GATACTGTCCTTTCTACTCATGTGACGTACCGAGCCCAAGAGCAAACACGAATTAAGCTGCCTGATGCTTCCGTGGTAGT

N F A G A DPL MHIKTWRD Vs I I G G T G DVF F MT
ACTTCGCCGGCGCCGACCCGTTGATGCACAAGACGAGGGACGTCTCGATCATTGGTGGCACCGGCGACTTCTTCATGACG
TGAAGCGGCCGCGGCTGGGCAACTACGTGTTCTGCTCCCTGCAGAGCTAGTAACCACCGTGGCCGCTGAAGAAGTACTGC

R G I A T I s T b A Y E G E V Y F R L K V D I K L Y E
AGGGGGATCGCCACCATTAGTACCGATGCTTATGAAGGAGAGGTTTACTTTCGACTCAAAGTTGATATCAAGCTATATGA
TCCCCCTAGCGGTGGTAATCATGGCTACGAATACTTCCTCTCCAAATGAAAGCTGAGTTTCAACTATAGTTCGATATACT

c Yy =*
GTGTTATTAA 570
CACAATAATT 570

Figura 60. Sequéncia completa do cDNA que codifica a proteina dirigente de P. solmsianum.
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Figura 61. Alinhamento da sequéncia de aminodacidos de proteina dirigente de P. solmsianum (PsPD)
com as proteinas dirigentes obtidas de Forsythia intermedia (AF210061, 70% de similaridade) e de
Schizandra chinensis (HQ428029, 70% de similaridade). As regides de consenso estdo marcadas

com asterisco (alinhamento clustalW).

Apds a obtencdo e confirmagédo da informacgéo referente ao gene completo
que codifica a proteina dirigente em P. solmsianum, a sequéncia deste gene foi
inserida no vetor pART17, indicado para a clonagem em células de plantas (Gleave,
1992), o gene PsPD foi inserido em células de tomate (L. peruvianum) através de

biobalistica, para obtencao da proteina recombinante rPsPD.

4.3.3.1. Analise da expressao do gene PsPD e selecao dos calos pos-
bombardeamento

Apds o bombardeamento, as células contendo o gene PsPD foram cultivadas
em meio LP seletivo contendo canamicina 75 pg.mL™. Ao final de 3 semanas, os
calos que se sobressairam da placa seletiva foram extraidos para obtencao de RNA
total, em seguida foram sintetizados os cDNA's e analisados por PCR qualitativa

objetivando a selegéo dos calos com maior nivel de expressao da proteina.
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Figura 62. PCR qualitativa da expressao do gene de proteina dirigente de P. solmsianum (PsPD) nos

calos bombardeados.

Os calos 1, 6 e 7, cujos perfis de expressao de rPsPD apresentaram-se mais
intensos, foram selecionados para o scale-up da cultura em meio LP liquido (Figura
62). A amplificacdo do gene também é um indicativo da correta insercdo do
fragmento no plasmideo e nas células. Os amplicons foram extraidos do gel, e
enviados para sequenciamento, confirmando serem o gene PsPD.

Foi realizado o scale-up da cultura do calo PsPD#1 para 6L. Apds varios

passos de extracdo, o extrato proteico foi submetido aos processos de purificacao.

4.3.3.2. Purificacao da proteina recombinante PsPD

A proteina recombinante foi purificada através de métodos cromatograficos.
Observou-se no gel de poliacrilamida (Figura 63), que o monémero resultante do
processo de desnaturagao corresponde a aproximadamente 20kDa, o esperado para

a proteina PsDP, cuja massa molecular teérica é de 20925,91 Da.
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Figura 63. Gel (SDS-PAGE) das fragbes purificadas da proteina rPsPD. A: Fra¢des provenientes da
coluna Mono-S. B: Fragdes provenientes da coluna Superdex-75. As setas indicam bandas de
proteinas com tamanho equivalente ao esperado para a proteina rPsPD.

Para o teste preliminar de atividade da proteina purificada, foi utilizado o
ensaio anteriormente estabelecido para a conversdao do alcool coniferilico em
pinoresinol (Davin et al., 1997; Kim et al., 2012). A reacao de conversao enzimatica
foi preparada utilizando-se 200 pg de rPsPD, lacase isolada de Trametes versicolor
como agente oxidante, 720 uM de alcool coniferilico como substrato, em tampao
MES 40mM (pH 5,0) e em uma reagcdo com volume final de 250 puL. Apds a
incubacao por 4 horas a 28°C, a reagdo foi extraida com acetato de etila (500 ul x 2),
as fragbes organicas foram secas a vacuo, resuspensas em MeOH:H>O (1:1 v/v) e
analisadas por UPLC-UV utilizando o método 2 (item 3.1) (Figuras 64-66). No
cromatograma obtido por UPLC-UV foi possivel observar um aumento relativo na
formacéao da lignana pinoresinol, quando comparado com a reacdo sem a adicao da

rPsPD (Figura 66, Tabela 14).
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Figura 64. Cromatograma UPLC-UV (280 nm) do substrato alcool coniferilico, utiilizando o método 2
(item 3.1).
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Figura 65. Cromatograma UPLC-UV (280 nm) da reagao controle, na auséncia de rPsPD
utiilizando o método 2 (item 3.1).
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Figura 66. Cromatograma UPLC-UV (280nm) da conversdo enzimatica do alcool coniferilico em
pinoresinol, mediada pela enzima rPsPD utiilizando o método 2 (item 3.1). S: substrato da reacdo
(alcool coniferilico). P: produto da conversao (pinoresinol).

Tabela 14. Areas dos picos obtidos na analise por UPLC-UV (280 nm) da reac&o de

conversao alcool coniferilico em pinoresinol na presenga de rPsPD.

Substancia Pico (t;, min) % relativa das areas
Reacao Alcool coniferilico 1,323 69,67
controle Produto 8-0O-4' 2,452 25,25
(sem rPsPD) Pinoresinol 3,332 3,06
Conversao Alcool coniferilico 1,322 47,29
enzimatica Produto 8-O-4' 2,451 42,91
com rPsPD Pinoresinol 3,331 5,32

t,: tempo de retencdo no cromatograma obtido por UPLC-UV.

As proteinas dirigentes sado responsaveis pela estereosseletividade do
acoplamento dos monolignois para formar lignanas. Neste sentido, as PD atuam na
orientagdo da aproximagdo dos monolignéis e também na regiosseletividade do
acoplamento. O acoplamento randémico que ocorre nas reagodes in vitro leva ao
produto 8-O-4', cuja formacao é favorecida dada a estabilidade do radical formado
em OH-4, e aos produtos 8-8' e 8-5' (Gang et al.,, 1999). Por esta razao, o

incremento do pico referente ao produto 8-8' (pinoresinol) € um indicativo da
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atividade regiosseletiva do acoplamento na presenca da rPsPD (Tabela 14). Embora
a caracterizacao bioguimica e confirmacao da atividade enzimatica ainda caregcam
de andlises detalhadas, estes resultados preliminares, juntamente com as dados
sobre a sequéncia completa do gene, apontam as primeiras informacoes acerca das

proteinas dirigentes em P. solmsianum.

4.3.4. Analise das relacoes filogenéticas baseadas na regiao do gene de
proteina dirigente em espécies de Piper

Com base nas informag¢des obtidas de P. solmsianum, foram utilizados
primers degenerados para a busca de sequéncias de proteina dirigente em outras
espécies de Piper objetivando uma analise global. Foram amplificadas sequéncias
de 9 espécies de Piper, todas apresentando BlastX para proteina dirigente. Observa-
se a presenca de regides bastante conservadas entre as sequiéncias de Piper. Em
uma busca nucleotide blast no banco de dados NCBI por seqiéncias similares
aquelas obtidas de Piper, foram encontradas 103 sequéncias com valores entre 67 a
75% de identidade (data de acesso: 10/06/2010). Dentre estas, foram escolhidas 15
seqliéncias de proteinas dirigentes para uma analise filogenética entre diferentes
géneros e espécies na tentativa de identificar os grupos de genes de proteinas
dirigentes (Figura 69). As espécies analisadas foram: Picea sitchensis (DQ395255),
Picea engelmannii (DQ395245), Tsuga heterophylla (AF210071), Picea glauca
(DQ395258), Thuja plicata (AF210068), Medicago truncatula (BT051492), Quercus
suber (DQ023705), Sesamum indicum (AY560651), Forsythia intermedia
(AF210061), Zea mays (EU9607278), Ricinum communis (XM002509845), Populus
tricocarpa (XM002297961), Vitis vinifera (XM002272108), Glycine max (BT091639) e

Fraxinus mandishurica (AF210074).
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Figura 67. Arvore filogenética baseada em dados de seqiiéncias de nucleotideos do gene de
proteina dirigente. Digitos: valores de bootstrap da analise de maxima parcimonia. Analise por
Maxima Parcimoénia: Busca heuristica; bootstrap: 1000; comprimento da arvore = 574 passos; indice
de consisténcia (Cl) = 0,533; indice de homoplasia (HI) = 0,499; indice de retencdo (Rl) = 0,620
algoritimo branch-swapping: tree-bisection-reconnection (TBR); nimero de caracteres informativos:
135; 114 caracteres constantes. Score das melhores arvores encontradas=603. Destacam-se em

cores as familias as quais pertencem os taxons analisados.

Na analise da relacao evolutiva entre as plantas que apresentaram genes de
proteinas dirigentes (Figura 67), observa-se um clado monofilético consistente e com
altos valores de bootstrap (100%) para as espécies de Piper, resultado do alto grau
de conservagdo da regidao que codifica tais proteinas. O clado das espécies da
familia Pinaceae constitui um grupo monofilético com as espécies de Picea e Tsuga.

A observacdao de outros grupos monofiléticos cujos representantes pertencem a



154

mesma familia & sugestivo de uma histéria evolutiva em que estas espécies
compartilham um ancestral comum que pode ter fornecido uma proteina modelo a
partir da qual se desenvolveram as proteinas dirigentes encontradas atualmente
nestes individuos. Este modelo de evolugcdo do metabolismo secundario concorda
com o estudo realizado por Ralph e colaboradores (2007) (Ralph et al., 2006; Ralph
et al., 2007), onde foram propostas grupos de proteinas dirigentes de acordo com as
determinadas familias de plantas.

Sob o0 aspecto evolutivo, vale ressaltar que a via fenilpropanoidica é
amplamente expressa nas plantas, sendo que um dos produtos mais importantes é a
lignina, responsavel pela rigidez de plantas vasculares, um polimero resultante do
acoplamento oxidativo de unidades Cg-Cz com suposta participacdo direta das
proteinas dirigentes (Burlat et al., 2001; Gang et al., 1999; Lewis, 1998), embora
este ainda seja um tema em discussdao. O desenvolvimento deste metabolismo
constitui-se na base do processo de evolugdo de espécies arbdreas, sejam elas
Gimnospermae ou Angiospermae (Gottlieb et al., 1995; Kenrick and Crane, 1997).

Os genes envolvidos na biossintese sdo interessantes candidatos para o
estudo da evolugdo, porque eles existem em grande diversidade, evoluem
rapidamente através de rearranjos, duplicagcdo, perdas, transferéncia horizontal e,

comumente, tém fenotipos concretos e mensuraveis (e.g., metabdlitos secundarios).

4.3.5. Anadlise comparativa entre o perfil metabdlico e o perfil de
expressao dos genes envolvidos na biossintese de lignanas P. solmsianum

De posse do conhecimento do perfil quimico de P. solmsianum, somado as
informagbes de genes relacionados ao metabolismo fenilpropanoidico, foi realizado
o estudo comparativo entre o perfil metabdlico e o perfil de expressao destes genes

em P. solmsianum.
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O perfil quimico de P. solmsianum foi obtido por UPLC, comparando-se folhas
em diferentes estagios de desenvolvimento (folhas jovens e maduras) e diferentes
tecidos da planta (folhas, raizes e caules). Para a analise, foram selecionados dois
espécimens (individuos 1 e 2) de P. solmsianum (K-1368). A lignana pinoresinol foi
utilizada como padrao interno para quantificacdo relativa dos metabdlitos. Os
metabolitos majoritarios em cada planta foram previamente isolados, identificados e
analisados por UPLC (Figura 68). Cada valor demonstrado nos gréficos foi gerado

por uma média das trés replicatas coletadas de cada individuo e de trés analises

independentes.
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tetrametoxi-7,7’-epoxilignana

Figura 68. Metabdlitos secundarios acumulados por P. solmsianum.

A expressao dos genes PsPPS e PsPD envolvidos na biossintese de lignanas
foi analisada semi-quantitativamente por PCR (qPCR), nas folhas das plantas
adultas de P. solmsianum em diferentes estagios de desenvolvimento (folhas jovens
e maduras) e em diferentes tecidos (folhas, raizes e caules), que correspondende ao
mesmo material utilizado da andlise quimica. As analises foram realizadas em
triplicatas para cada tecido coletado e em triplicatas para cada reacao de PCR. O

gene 18S foi utilizado como controle enddgeno para a quantificagao.
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Figura 69. Comparacéo do perfil quimico de folhas jovens e maduras dos individuos 1 e 2 de P.
solmsianum.
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Figura 70. Comparagao entre o perfil de expressdo dos genes envolvidos na biossintese de lignanas
em folhas com diferentes estagios de desenvolvimento dos individuos 1 e 2 de P. solmsianum. A:
propenilfenol sintase. B: proteina dirigente.

Embora as plantas tenham sido coletadas, extraidas e tratadas da mesma
maneira e ainda que estivessem sob as mesmas condi¢des de cultivo, chamou a
atencdo a diferenca entre os perfis quimicos dos individuos. No entanto, esta
variabilidade é esperada e se encaixa nos modelos de variabilidade intra-
populacional previamente observada. O individuo 1 acumula a isoelemicina como
produto majoritario, enquanto que o individuo 2 acumula preferencialmente lignanas,
sendo que nas folhas maduras de 2 nédo foi detectada a presenca da isoelemicina
(Figura 69 e 70).

A diferenca entre os perfis metabélicos de plantas em diferentes estagios de

desenvolvimento j& havia sido observado de forma preliminar em espécies de Piper
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(Yamaguchi et al., 2011). Em P. solmsianum, foi demonstrado que as plantulas de
até nove meses de idade acumulam fenilpropanoides e, apenas a partir deste
periodo, passam a acumular lignanas (Martins, 2002). Fato similar pode ser
observado quando se compara o perfil quimico folhas jovens e maduras nos
individuos 1 e 2, pois 0 acumulo de fenilpropanoides é muito maior nas folhas jovens
do que nas maduras. O perfil de expressao do gene PPS também segue o mesmo
padrao, sendo a maior expressao observada para as folhas jovens em ambos
individuos.

No caso das PsPD, o maior valor de expressao foi encontrado paras as folhas
maduras do individuo 1 e jovens do individuo 2. No entanto, a concentragéo relativa
de lignanas no individuo 1 é muito reduzida, quando comparada com a observada
para a isoelemicina em ambos os tecidos. No individuo 2 entretanto, a concentragao
de lignanas é consideravelmente maior, sobretudo nas folhas jovens, seguindo o
mesmo padréo observado para a expressao do gene DP.

O perfil de expressdo dos genes nas folhas em diferentes estagios de
desenvolvimento varia entre os individuos 1 e 2. Observa-se uma expressao do
gene de PD 8 vezes maior nas folhas maduras do individuo 1 quando comparado
com os demais. Em relacdo ao gene PPS, foi observado elevados valores de
expressao nas folhas jovens de ambos os individuos, sendo que a expressao do
gene nas folhas jovens do individuo 2 foi de ate 4 vezes maior quando comparada

com o mesmo estagio de desenvolvimento no individuo 1 (Figuras 69 e 70).
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Figura 71. Comparacdo do perfil quimico em diferentes tecidos dos individuos 1 e 2 de P.

solmsianum.
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Figura 72. Comparagéao entre o perfil de expressao dos genes envolvidos na biossintese de lignanas
em diferentes tecidos dos individuos 1 e 2 de P. solmsianum. A: propenilfenol sintase e B: proteina
dirigente.

Em relagdo aos diferentes tecidos, as folhas aparecem como locais de maior
acumulo dos metabdlitos analisados. Quanto ao individuo 1, novamente foi
observado um acumulo acentuado do fenilpropanoide nas folhas e caules. O
individuo 2 acumula preferencialmente lignanas, sendo as folhas o tecido de maior
quantidade deste metabdlito (Figuras 71 e 72).

No perfil de expressao do gene de proteina dirigente em diferentes tecidos,
nota-se que este foi mais expresso nos caules. Esta observacdo condiz com os

resultados apresentados por Ralph e colaboradores no estudo de expressdo de PD

em espécies de Picea (Ralph et al., 2006; Ralph et al., 2007). Considerando que o
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caule representa o local de maior atividade da via biossintética fenilpropanoidica,
devido o recrutamento de monoligndis para a producao da lignina, é plausivel que o
recrutamento desta via também possa levar a formacdo das lignanas, o que
explicaria a maior expressdao do gene de PD neste tecido. Este resultado é
congruente com o encontrado no perfil quimico, em que um elevado acumulo das
lignanas ocorre nos caules em ambos individuos analisados. Em um estudo similar
foi observado que para F. intermedia onde os niveis de expressao da PD que leva
ao (+)-pinoresinol apresentou um intenso sinal de expressdo nos caules quando
comparado com folhas e raizes (Vassao et al., 2010). Na espécie Thuja plicata, o
local de maior expressao de algumas isoformas de PD foram as raizes e,
curiosamente, as flores (Kim et al., 2002). Em relagédo ao gene PPS, foi observada
uma expressao muito mais acentuada nas folhas do que nos outros tecidos (Figura
72), 0 que esta de acordo com o perfil quimico das folhas do individuo 1, que
acumula o fenilpropanoide como produto majoritario nas folhas. Para membros da
mesma familia de enzimas foram observados elevados niveis de expressao nas
flores de P. hybrida. Uma vez que a estes 6rgaos emitem grandes quantidades de
isoeugenol, a expressao do gene IGS, que esta diretamente relacionado a sintese
de compostos volateis, também foi bastante expresso nestes tecidos (Dexter et al.,
2007).

Os resultados desta andlise comparativa apresentaram uma correlagédo entre
os perfis quimicos e de expressdo dos genes relacionados a biossintese de

fenilpropanoides em P. solmsianum.
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5. CONCLUSOES

A anadlise filogenética baseada em sequéncias de ITS e reconstrugdao dos
caracteres quimicos indicaram a proximidade filogenética das espécies de Piper que
produzem classes especificas de metabdlitos secundarios, demonstrando que sao
um caracter importante no estabelecimento da relacdo natural entre estas espécies.
O resultado destas analises combinadas indicou que o género Piper pode ser
utilizado como modelo para estudar a evolugdo de metabolismo secundario, uma
vez que a distribuicdo dos metabdlitos secundarios € estruturada nos clados, como
em Macrostachys e Schilleria, e pode servir para direcionar futuros estudos de

bioprospeccao.

A analise por PCA demonstrou a discriminacao das espécies de Piper de
acordo com os seus perfis quimicos de RMN de 'H. Entretanto, o uso do PCA
mostrou-se mais adequado para a analise de grupos de espécies, como
Macrostachys e Schilleria, ou de variacao dentro de populagcées, como observado

para os espécimens de P. solmsianum.

Foi evidenciado o potencial da anélise do perfil quimico em conjunto com a
andlise genética por microssatélites para distinguir as espécimens morfologicamente
similares de P. solmsianum, uma vez que os dados foram congruentes em relagéao
aos grupos formados de acordo com as populacées amostradas em diferentes locais

de coleta.

A busca por genes do metabolismo fenilpropanoidico em P. solmsianum
conduziu as primeiras informacdes sobre a presenca e a ftranscricao de

acetiltransferase, propenilfenol sintase e proteina dirigente em P. solmsianum, e a
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analise do perfil quimico e de expressao demonstrou correla¢do entre os metabdlitos

secundarios acumulados e a expressao dos genes relacionados a sua biossintese.

A analise filogenética juntamente com sequéncias similares obtidas nos
bancos de dados permitiu inferir que as proteinas dirigentes que ocorrem em Piper
séo diferenciadas das descritas para outras familias, indicando serem fruto de um
processo evolutivo em que um ancestral comum as espécies de Piper forneceu uma
proteina modelo a partir da qual as proteinas dirigentes atuais se desenvolveram e

se diferenciaram das demais.

A andlise conjunta dos dados quimicos e moleculares das espécies de Piper
forneceu um panorama geral da distribuicdo dos metabdlitos secundarios
acumulados por estas espécies. Com base neste estudo foi possivel a sele¢ao de
espécies que produzem e acumulam preferencialmente lignéides para o estudo de
variabilidade quimica e genética e para a investigacao de aspectos da biossintese
destes metabdlitos, o que permitiu apontar alguns dos fatores que contribuem para a

diversidade estrutural dos metabdlitos em espécimens de P. solmsianum.
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Apéndice 1

Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCl;) dos extratos brutos (fragdo CHCls) dos
espécimens de P. solmsianum utilizados no estudo da variabilidade quimica e genética.
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Figura 73. Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCl;) dos espécimens A1-A7 (K-1384).
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Figura 74. Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCl,) dos espécimens A8-A15 (K-1384).
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Figura 75. Espectro de RMN de "H (500MHz, CDCls) do espécimen A16 (K-1384).
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Figura 76. Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCls) dos espécimens B1-B7 (K-1368).
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Figura 77. Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCl,) dos espécimens B8-B15 (K-1368).
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Figura 79. Espectros de RMN de 'H (500MHz, C

DCl;) dos espécimens C8-C14 (K-1329).
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Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCl3) dos espécimens D1-D6 (K-1316).
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Figura 81. Espectros de RMN de 'H (500MHz, CDCl;) dos espécimens D7-D13 (K-1316).
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Apéndice 2

Espectros bidimensionais dos extratos brutos (fragdo CHCI;) de espécimens de P.
solmsianum empregados no estudo de variabilidade quimica.
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Figura 82. Espectro COSY (500MHz, CDCls) do espécimen A2 (K1384).
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Figura 83. Espectro HSQC (500MHz, CDCls) do espécimen A2 (K1384).
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Figura 84. Espectro HMBC (500MHz, CDCl3) do espécimen A2 (K1384).
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Figura 85. Espectro COSY (500MHz, CDClz) do espécimen C1 (K1329).
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Andlise por PCA dos extratos brutos (fracdo hidroalcodlica) dos espécimens de P.
solmsianum utilizados no estudo das espécies de Piper com ITS analisado Espectros.de RMN de 'H
(500 MHz, D,O) dos extratos brutos (fragdo hidroalcodlica) das folhas de espécimens de P.
solmsianum e analise de PCA das espécimens utilizados no estudo de variabilidade quimica e

genética.
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Figura 91. Diagrama de scores dos dados de RMN de 'H (fracdo hidroalcodlica) de espécies de Piper

utilizadas na analise filogenética.
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Figura 93. Espectro de RMN de H (500 MHz, D,0O) dos extratos brutos (fragdo aquosa) das folhas de
espécimens de P. solmsianum coletadas em diferentes localidades. A: K-1384 (CUASO, SP); B: K-
1368 (Ubatuba, SP); C: K-1329 (Teresoépolis, RJ); D: K-1316 (ltatiaia, RJ).
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Analises filogenéticas baseadas nas sequéncias de psbA-trnH e de ITS com espécies novas

de Piper adicionadas a analise.
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Figura 96. Arvore mais parcimoniosa baseada em psbA-trnH de 16 sequéncias de Piper. Digitos
acima dos ramos: valores de bootstrap da andlise de maxima parciménia. Matriz com 314 caracteres.
Comprimento da arvore = 62; Bootstrap replication = 1000; Busca: heuristica; NuUmero de caracteres
informativos: 42; Caracteres constantes: 263; Indice de consisténcia (Cl) = 0,9032; Indice de
homoplasia (HI) = 0,0968, Indice de retencdo (RI) = 0,6667; Algoritmo Branch-swapping: tree-
bisection-reconnection (TBR). Score das melhores arvores encontradas: 62.
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Figura 97. Arvore mais parcimoniosa baseada em ITS de sequéncias de Piper. Saururus e
Houttuynia foram usadas como grupos externos. Digitos acima dos ramos: valores de bootstrap da
analise de maxima parcimdnia. Digitos abaixo dos ramos: valores de probabilidades posteriores da
andlise Bayesiana. NUmero de caracteres totais da matriz: 716, dos quais 116 foram eliminados.
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Andlise por Maxima Parciménia: Busca heuristica; bootstrap: 1000; comprimento da arvore = 1603
passos; indice de consisténcia (Cl) = 0,4716; indice de homoplasia (HI) = 0,528; indice de retengao
(RI) = 0,746; algoritimo branch-swapping: tree-bisection-reconnection (TBR); nimero de caracteres
informativos: 297; 185 caracteres constantes. Score das melhores arvores encontradas: 16083.
Andlise Bayesiana: busca MCMC; modelo evolutivo: General Time Reversible + Proportion invariant +
Gamma (GTR+I+G); Burn in= 133000. Barras verticais indicam se¢des do género Piper (Jaramillo
and Manos, 2001).
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ANEXO 1

Desenvolvimento e a caracterizacdo de marcadores moleculares microssatélites (SSR) em
Genética de Populagbes de Piper solmsianum. Esta etapa do trabalho foi realizada no
Instituto Agrondmico de Campinas, em colaboragdo com a doutoranda Paula F. Lima sob

orientagao do Dr. Carlos Colombo.

1. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS MARCADORES
DE MICROSSATELITES (SSR)

1.1. Desenvolvimento de Marcadores Microssatélites
1.1.1. Desenvolvimento de bibliotecas enriquecidas com locos microssatélites

Para construcdo da biblioteca enriquecida com locos microssatélites foi utilizado o
protocolo descrito por Billotte e colaboradores (BILLOTTE et al., 1999), com modificagdes
(Figura 1).

Aproximadamente 6 ug de DNA total de um Unico gendétipo de P. solmsianum foram
digeridos com 50 U da enzima Rsal (10 U/uL) e incubados a 37°C durante 18 horas. Apos
digestao, adaptadores Rsa21 (5 - CTC TTG CTT ACG CGT GGA CTA - 3’) e Rsa25 (5 -
TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A — 3) foram ligados aos fragmentos digeridos
utilizando 4U da enzima T4 ligase. A reacado de ligacdo foi realizada em volume final de 50
uL contendo 10 mM de Tris-HCI pH 7,8, 2 mM MgCl,, 2 mM DTT, 5 ugmL™, 4 uM de Rsa21
e 6 uL de DNA digerido seguida de incubagao a 20°C durante 2 horas.

A fim de se obter maior quantidade do DNA para posterior selecéo, os fragmentos
digeridos e ligados aos adaptadores foram amplificados utilizando um primer complementar
ao adaptador Rsa21. A purificagdo do produto de amplificagéo foi realizada utilizando-se

Quiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) de acordo com instru¢des do fabricante.

1.1.2. Selecao dos fragmentos contendo microssatélites

O processo de enriquecimento e selecdo dos fragmentos contendo sequéncias
microssatélites (SSR) foi realizado por meio da hibridizacdo de oligonucleotideos
conjugados a biotinas biotlllI(CT)8 e biotllll(GT)8, complementares a seqiiéncias repetitivas
GA e CA.

Os fragmentos contendo tais repeticbes foram recuperados por estreptavidina
ligada a microesferas magnéticas utilizando o kit Streptavidine-Magnesphere Paramagnetic
Particles (Promega) de acordo com instrugcdes do fabricante. A fragdo enriquecida contendo
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os fragmentos de DNA previamente ligados aos adaptadores foi incubada a 95°C por 15 min
para desnaturagdo da dupla fita. O DNA desnaturado foi hibridizado com os
oligonucleotideos marcados com as biotinas e o complexo DNA-sonda foi incubada por 10
min a temperatura ambiente sob suave agitacdo. Ap6s a incubacao, foram realizadas
lavagens e os fragmentos selecionados foram recuperados através de lavagem com 250 uL
de agua ultra pura e armazenados a - 20°C (BILLOTTE et al., 1999).

|
0 "

..I'I WA 1 (LA
(@ MR PR

AFLICACAD 1T PCR MDLTRID §
DOS DEERTOS CLONADOS SEQUENCIAMENTO

Figura 1. Esquema representativo das etapas de construgdo da biblioteca enriquecida com
microssatélites (BILLOTTE et al., 1999; NUCCI et al., 2007).

Apdés a selecdo dos fragmentos enriquecidos, estes foram submetidos a
amplificacéo via reacao de PCR utilizando um primer complementar ao adaptador Rsa21 em
volume reacional final de 100 uL contendo 10 mM de Tris-HCI pH 7,8, 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM de dNTP, 0,4 uM de Rsa21, 3 U de enzima Taq DNA polimerase (Fermentas Life
Science) e 20 uL da suspenséo de fragmentos selecionados com desnaturacéo inicial de
95°C por 4 min, 30 ciclos de 94°C por 40 s, 60°C por 1 min, 72°C por 1 min, seguido de
extenséo final a 72°C por 8 min.

O produto final foi visualizado em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5X corado
com SYBR Safe (Invitrogen). Apés a amplificacdo, o produto de PCR foi ligado ao vetor
pGEM-T Easy Vector System (Promega) e transformado em célula competente E. coli
linhagem TOP 10. As col6nias contendo os insertos (colénias brancas) foram transferidas
para meio liquido 2YT-HMFM (1,6% triptona, 1% extrato e levedura, 0,5% NaCl, 0,0076%
MgSQO47H.0, 0,045% citrato de so6dio, 0,09% (NH,;)SO,, 4,4% glicerol, 0,18% KH.PO, e
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0,7% K;HPOQ,4) contendo 100 ugmL™" de ampicilina em placas tipo Elisa. Os clones foram
incubados a 37°C por 18 h e acondicionadas em - 80°C.

A reacao de transformacao foi realizada com 100 uL de célula competente, 8 uL de
vetor e 32 uL de tampéo de transformacgéo, contendo 100 mM de KCI, 30 mM CaCl, e 50
mM MgCl,, seguido de incubagdo em gelo por 5 min e choque térmico a 37°C por 10 min.
Em seguida, 1 mL de meio liquido LB (0,1% triptona, 0,05% extrato de levedura e 0,1% de
NaCl) foi adicionado a mistura, que permaneceu a 37°C por 1 h. A suspensao foi plaqueada
em meio de cultura sélido LB contendo 10mgmL™ de ampicilina, 60 pL de IPTG 20% e 90
uL de X-Gal 2% e incubada a 37°C durante 18 horas para o crescimento de col6nias. Para
manutencao, clones positivos (colénias brancas) foram repicados para meio de cultura
liquido LB com a ajuda de palitos estéreis e incubados a 37°C overnight em estufa para o
crescimento de colbnias. Apds esse periodo as placas permaneceram a - 20°C por 30 min
sendo posteriormente acondicionadas a - 80°C em glicerol 50% (p/v).

1.1.3. Selecao e Sequenciamento dos clones positivos

Com o objetivo de identificar os clones contendo microssatélites e verificar a
eficiéncia do procedimento de enriquecimento e clonagem, colbénias individuais foram
checadas através de amplificacdo com o primer Rsa21. Para extragdo do DNA plasmidial,
192 colbnias recombinantes foram repicadas para meio liquido LB contendo ampicilina e
mantidas a 37°C sob agitagdo de 300 rpm durante 22 horas. O procedimento de extragao
empregado foi o de lise alcalina, que consiste na adicdao de detergente SDS em meio
fortemente alcalino. O DNA plasmidial extraido (Figura 2) foi precipitado com KOAc e etanol,
seguido de lavagens com etanol 70% e ressuspenso em agua ultra pura. A seguir, o perfil
do DNA plasmidial foi confirmado através de eletroforese em gel de agarose 1% contendo
corante SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado sob luz ultravioleta (Figura 2).

""’Vv-vt—e-_.——.—;—.-_._.eql_aa‘g_: ...k_s,‘._..;'-a.....___.“u_,;_.p.‘d\ae-—'

==-_.=---- - e "------_--H--'—--—

Figura 2. Gel de agarose 1% ilustrando o perfil do DNA plasmidial contendo insertos enriquecidos de
microssatélites de P. solmsianum. Os diferentes tamanhos das bandas correspondem as diferentes

conformagbes que o DNA plasmidial pode assumir.
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As 192 reacdes de seqlenciamento foram realizadas em placa em volume final de 10 uL
contendo 2 pl de tampéo Save Money (5 mM MgCl,, 200 mM Tris-HCI pH 9), 5 uM de primer
universal SP6, 150 ng de DNA plamidial e 0,4 pL de BigDye Terminator v.3.1 (Applied
Biosystems), com desnaturacéo inicial a 96 °C por 2 min, 26 ciclos a 96°C por 45 s, 50°C por
30 s, 60°C por 4 min. A seguir, os ddNTPs néo incorporados foram eliminados através de
precipitacao com 200 uL de Etanol 80% por 20 min seguido de centrifugacao a 4000 rpm por
45 min. Esse procedimento elimina possiveis interferentes ou excessos de reagentes que
nao foram incorporados durante a reacao de seqiienciamento. Apos seco ao abrigo da luz, o
DNA de todos os clones foi ressuspenso em 4 uL de Formamida deionizada e desnaturado
a 95°C por 5 min. A seguir foram submetidos a eletroforese capilar em sequenciador
automatico 3700 DNA Analyser (Applied Biosystems) (Figura 3) no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG-Unicamp).

a ana sty an a3

B

Figura 3: Eletroferograma representativo do clone B04 contendo microssatélite de repetigao (GT)s.

1.1.4. Anadlises das seqiiéncias e desenho dos primers microssatélites

Cada sequéncia obtida é chamada de read. Inicialmente, 192 reads foram
analisados quanto ao tamanho da sequéncia. O resultado foi bastante satisfatério, uma vez
que o seqlienciamento exibiu sequéncias longas, com até 600 pb integros. A seguir, de
cada read foram removidas as sequéncias relativas ao adaptador e ao vetor, restando
apenas a regiao do inserto. Esse procedimento é chamado de trimmer e foi executado por
meio do programa VecScreen (http://www.ncbi.nIim.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html).

Em seguida, cada sequéncia teve sua regido microssatélite identificada no
programa Gramene (http://www.gramene.org/db/searches/ssrtool). Nesta etapa, foi realizada
a busca de regides microssatélites com no minimo cinco repeticdes. Das 192 sequéncias
analisadas, 53 (28%) continham ao menos uma regiao microssatélite.

A classe majoritaria de SSR encontrados foram os perfeitos (84,2), seguido de
compostos (10,5%) e interrompidos (5,3%) (Tabela 1). Os motivos dinucleotideos (95%)
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representados principalmente pelos motivos CA (31%) e GT (30%) sobressaiu em relacao
aos demais tri e tetranucleotideos (Figura 4).

Frequéncia dos motivos microssatélites em P. solmsianum Frequéncia dos motivos microssatélites di, tri e tetranucleotideos
em P. solmsianum

3% 2%

® Dinucleoticeos
m Trinucleotideos

Tetranucleotideos

Figura 4: Frequéncia dos motivos di, tri e tetranucleotideos em P. solmsianum.

Com isso, apenas arquivos do tipo “FASTA” contendo seqliéncias de interesse e
com boa qualidade foram obtidos. Estas seqiiéncias foram entdo alinhadas pelo software
CodonCode para identificagdo de contigs e singlets, evitando-se desta forma o desenho de
pares de primers redundantes. Isso permitiu identificar que dentre as 53 sequéncias
originais, sete possuiam 100% de identidade, ou seja, eram as mesmas sequéncias. Com a
exclusado das sequéncias redundantes foram obtidas 41 sequéncias de boa qualidade e com
alvo microssatélites para desenho de primers e posterior amplificacdo via PCR.

Utilizando o programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (ROZEN, et al.,
2000) foram desenhados 19 pares de primers SSR das 41 sequéncias obtidas na espécie P.
solmsianum (Tabela 1).

Para a obtencdo dos locos SSR foram levados em consideragcdo alguns
parametros, como: (i) tamanho dos primers variando de 18 < 20 < 22 pb, (i) temperatura de
anelamento entre 56 < 58 < 60°C, com diferenga maxima de 3°C, (ii)) conteado CG entre 40
< 50 < 60%, (iv) concentragdo de cations monovalentes de 50 nM. Ja a probabilidade de
formacdo de estruturas secundarias como hairpins e loops foi verificada através do
programa GeneRunner versao 3.05 (Hastings Software Inc.).

As sequéncias de todos os locos SSR foram submetidas ao GenBank para
aquisicdo de um localizador de sequéncia (cédigo GenBank, Tabela 1) de nucleotideos no
National Center for Biotechnology Information (NCBI) através da ferramenta Banklt.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 19 primers microssatélites gerados a partir da biblioteca enriquecida
para P. solmsianum. A extremidade 5’ forward de cada primer foi adicionada a sequéncia do primer
M13 (5-CACGACGTTGTAAAACGAC-3) para utilizagdo do sistema de amplificacdo com
fluorescéncia em 4300 DNA Analyzer (LI-COR).

. Repeti- Cadigo I Aria B Alelos
Primer o Genbank Classificacdo Sequéncia 5'—3 (pb)
JQ92447 .
Psolt (GT) 6 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACAGTCCTAACGGACCTGTGAA 167
R GAGGTGTTGTTGATGTGAGC
JQ92447 .
Psol2 (GT)e 7 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACCCTAACGGACCTGTGAGGTA 230
RTCGATTTACGTGCCGAGT
JQ92447 . 256-
Psol3 | (TG)re 8 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACGCGGATCTTACCAGAATCAG 272 (8)
R GAGTAGCCTTTGGTTGTTGC
GT)(G | JQ92447
Psoi4 A 9 Composto F CACGACGTTGTAAAACGACGCTTGTTCTTGTGGGAAACC na
R CAGGAAAACATACCGTCGTC
Psol5 (CA)13/( JQ92448 Composto/Interrom 130
so AC)s 0 pido F CACGACGTTGTAAAACGACACCTCTGTCATTTCACCTTG
R GGGTGTGTTTTTAGAATGGA
CTe(C | JQ92448 254-
Psole | | A;Z( 1 Compasto F CACGACGTTGTAAAACGACCTCTTGGCAAAAGTCACCTG 266 (6)
R ATCCCATACCGATCTCCTTC
JQ92448 .
Psol7 | (TG 2 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACTTGCTTACGCCTGGACTAAC 260
R CAAGATCTGAGTCCCCAGTG
JQ92448 .
Psolg (GT) 3 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACGGCAGATCAAGCTGAGAGAA 228
R GGATTTGGTGGTGGAGTGT
JQ92448 . 180-
Psol9 (AC)s 4 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACGGAACCCACGAGTTTCTTG 202 (6)
R GGGGTCCTTTTTACGTTGAG
JQ92448 . 228-
Psol10 | (TG)s 5 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACCAGACGGATTCCCACTGAT 238 (5)
R GGACTTGTAACCCATCGAGA
JQ92448 . 106-
Psolt1 | (TG)wo 6 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACTTATTTGGTTGGAGCTGTGTG 118 (6)
R CCACGGTGGGTTATCACAC
JQ92448 .
Psoliz | (GA)o 7 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACCCCTCGAACGAGAGAGAAG 190
R ATGGCCAGGGGAGTAAGATA
Psol13 | (TC JQ92448 Perfeit 240
So (TC)7 8 erieito F CACGACGTTGTAAAACGACACGCAAAGTATTGCCTTAGC
R TTTAACCATCTTTCGGTCCA
JQ92448 .
Psolt4 | (GT) 9 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACGCTCAACTCCGGAATCTACA 190
R GTATGCGTGCCGAGTGTTTA
JQ92449 . 145-
Psol15 | (GT)s 0 Perfelto F CACGACGTTGTAAAACGACCGCGGACTAACCAGAGTTAC 151 (2)
R GCCACAAAAAGCCACTCA
JQ92449 . 166-
Psolt6 | (GT) 1 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACGAAGTCCTAACGGACCTGTG 214 (3)
R GAGGTGTTGTTGATGTGAGC
JQ92449 . 392-
Psolt7 | (GA) 2 Perfeita F CACGACGTTGTAAAACGACTATTCCCATGCGAGATGC 430 (7)
R CGGCATAACCACTAAACCAC
JQ92449 . 152-
Psolt§ | (GT) 3 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACACTGTTGTGGACCTTGTTGC 166 (2)
R TGTATTAGGCCCCATCGAC
JQ92449 .
Psol19 | (CA) 4 Perfeito F CACGACGTTGTAAAACGACCGCGTGATGCATGCTTAT 305
R GCTCAACTCCGGAATCTACA

0 Amplitude dos alelos.
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1.2. Caracterizacao de Marcadores Microssatélites

Para a caracterizacdo dos marcadores de microssatélites foram amostrados 72
individuos de P.solmsianum pertencentes a populagbes coletadas em quatro diferentes
localidades: populagdo A (K-1384 - Bosque da CUASO, Séo Paulo, SP), populagao B (K-
1368 - Ubatuba, SP), populagédo C (K-1329 - Teresopolis, RJ) e populagédo D (K-1316 -
Itatiaia, SP). O DNA dos individuos foi isolado pelo método do CTAB, como descrito por
Ferreira e Grattapaglia (1996). Apds extraido, o DNA foi quantificado, em gel de agarose
1%, e submetido a eletroforese horizontal sob tensdo de 3,5 V.cm'™ por 2 h em tampéo TBE
0,5X. Em seguida, o gel contendo os individuos foi corado em solucdo SYBR Safe
(Invitrogen) e os fragmentos visualizados sob luz ultravioleta (Figura 5).

R o el Lol alminl laial. lniale sl Bl
2 e 5 R 0 5
30— 5 e

i g o S

Itatiaia (1316) Ubatuba

Figura 5. (A) Perfil qualitativo do DNA gendmico dos 78 individuos de P. solmsianum distribuidos em
quatro coletas. Linha 1 — Coleta Bosque Cidade Universitaria USP (SP); Linha 2 — Coleta ltatiaia (RJ);
Linha 3 — Coleta Ubatuba (SP) e Linha 4 — Coleta Tereso6polis (RJ). (B) Perfil qualitativo do DNA

gendmico dos 16 individuos de P. solmsianum reextraidos.

Na regiao 5 dos 19 primers forward (F) dos locos SSR adotados para o estudo foi
adicionada uma seqiéncia de nucleotideos do plamideo pUC/M13 (5
CACGACGTTGTAAAACGAC -3, segundo David e colaboradores (1993). As seqiéncias
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foram marcas com inflorecéncia infrared dye (IRDye), com comprimentos de onda de 700nm
e 800 nm, para utilizagdo em equipamento da Li-cor Biosciences - Corporate.

As reagbes de amplificagdo foram realizadas em volume final de 20 uL contendo 30
ng de DNA total, tampao de reagdo com 10 mM de Tris-HCI e 50 mM de KCI, 2 mM de
MgCl,, 0,25 uM de cada dNTP, BSA 0,5 uguL™, 0,16 uM de primer forward (F) e 0,2 uM de
primer reverse (R), 0,3 uM de primer M13 IR700 ou IR800 (Tabela 2) e 1 U de enzima Taq
DNA polimerase. O ciclo total de amplificacao foi realizado em termociclador programado
para iniciar a 94°C por 5 min, 10 repeticées a 94°C por 1 min, 58°C por 1 min (com
decréscimo de 1°C por ciclo), 72°C por 1 min acrescido de 30 repeticoes a 94°C por 40 s,
48°C por 40 s, 72°C por 1 min, com extensao final de 72°C por 10 min.

O perfil de amplificagao qualitativo dos 19 locos SSR foi conduzido em gel de
poliacrilamida 10% desnaturante (Sanguinetti et al., 1994), submetido a eletroforese vertical
sob corrente de 18 mAcm™ durante 4 horas em tampao TBE 1X. Em seguida, o gel
contendo os individuos foi corado com SYBR Safe (Invitrogen) e os fragmentos visualizados
sob luz ultravioleta (Figura 6).
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Figura 6. Screening dos 19 locos microssatélites (SSR) oriundos da biblioteca enriquecida para a
espécie P. solmsianum. Marcador de peso molecular de 50 pb.

O screening dos locos SSR evidenciou perfil de amplificagao para 14 deles sendo
que mais quatro locos apresentam possibilidade de amplificacdo futura (Tabela 2)
(TEMNYKH, et al., 2001).

Apds serem checados qualitativamente foram selecionados 18 locos SSR (exclusao
do loco Psol4) para separacdo em gel de poliacrilamida 7% desnaturante em sistema
multiplex em sequenciador automatico 4300 DNA Analyzer (Li-Cor Biosciences - Corporate).
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Tabela 2: Identificagédo dos locos SSR desenvolvidos para P. solmsianum, fluorescéncia utilizada,
tamanho esperado dos alelos (em pares de base, pb) e resultado do screening (+ : primer
amplificado, — : primer nao amplificado, +/—: possibilidade de amplificagcdao do primer).

Loco SSR Fluorescéncia M13 Tamanho (pb) Amplificacao

Psol1 IR700 167 +
Psol2 IR700 209 +
Psol3 IR700 242 +
Psol4 IR700 232 -
Psol5 IR700 226 +/-
Psol6 IR700 247 +
Psol7 IR700 194 +/-
Psol8 IR700 228 +
Psol9 IR700 164 +
Psol10 IR800 209 +
Psol11 IR800 106 +/-
Psol12 IR800 247 +
Psol13 IR800 240 +/-
Psol14 IR800 158 +
Psol15 IR800 242 +
Psol16 IR800 155 +
Psol17 IR800 374 +
Psol18 IR800 224 +
Psol19 IR800 268 +

1.3. Parametros Genéticos

A diversidade genética e as estatisticas F foram estimadas sob modelo aleatério de
acordo com Weir (1996), em que as populacbes amostradas sdo consideradas como
representativas da espécie e com uma histéria evolutiva comum. As freqiéncias alélicas, o
numero de alelos por loco (N,), a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg) foram
estimadas utilizando o programa GDA (Lewis & Zaykin, 2006). As analises de estatisticas F
de Wright (Fis, Fst e Fir) foram realizadas de forma nao viesada utilizando o programa
FSTAT (GOUDET, 1995) de acordo com Cockerham e Weir (1993), onde F = F1, 6p = Fsre f
= Fis. As frequiéncias génicas ou alélicas e genotipicas em cada loco foram submetidas a um
teste de aderéncia (teste exato de Fisher) as proporcdes de equilibrio de Hardy-Weinberg,
conforme definido por Weir (1996), utilizando o programa TFPGA (MILLER, 1997).
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A estruturagéo genética foi verificada através das estatisticas G de Nei (1973, 1987)
e calculadas pelo programa FSTAT versao 1.2 (GOUDET, 1995) estimando a
heterozigosidade observada (Ho), diversidade génica média (Hs), diversidade génica total
(Hr), diversidade génica média (Dsr) e diferenciacdo genética entre as populagdes (Gsr). Os
resultados foram interpretados como descrito pela estatistica F de Wright por serem
analogas as estatisticas G.

O programa Structure (PRITCHARD et al. 2000) foi utilizado para a obtencdo da
estrutura genética dos individuos de acordo com parametros como (i) 500.000 simulagbes
de cadeia de Markov Monte Carlo, (ii) burn in (descarte inicial) de 500.000, (/i) modelo de
ancestralidade se miscigenagcao e (iv) modelo de frequéncias alélicas correlacionadas. A
simulacoes de agrupamento (K) variaram de 1 a 10 sendo o K mais provavel estimado de
acordo com o método de Evanno e colaboradores (2005). A estruturacéo da variabilidade foi
visualizada através de dendrograma gerado pela de matriz de distancias genéticas de Nei
(1973) e pelo critério de agrupamento UPGMA (SOKAL e MICHENER, 1958) através do
programa NTSYS (ROHLF, 1989).

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 19 locos SSR derivados da biblioteca genbmica enriquecida, 14 foram
otimizados dos quais nove (65%) revelaram polimorfismo (Tabela 3).

O polimorfismo gerado pelos locos foi avaliado através do nimero médio de alelos
por loco polimérfico (Ng) e pelo Polymorphism Information Content (PIC) (Tabela 3). A média
observada de numero de alelos por loco foi de cinco, com maximo de oito (Psol/3) e minimo
de dois (Psol15 e Psol18). O valor médio de PIC foi de 0,693 variando de 0,375 (para os
locos Psol15 e Psol18) a 0,861 (Psol3) sendo os mais polimoérficos os locos Psol3 e Psol17.
De maneira geral, os valores de PIC foram de moderado a alto, o que confere aos locos
desenvolvidos no presente trabalho um elevado nivel de informagao para estudos genéticos.

A variacdo da heterozigosidade observada foi de 0,030 para o loco Psol17 a 0,609
para o loco Psol10. Ja a variagao da heterozigosidade esperada foi de 0,096 para o loco
Psol11 a 0,799 para o loco Psol10 (Tabela 3). J& a variacao dos parametros de diversidade
genética obtidos para as quatro populagdes apresentaram heterozigosidade observada
variando de 0,000 (Psol3) a 1,000 (Psol16) para a populacdo C (Teresoépolis, RJ), de 0,000
(Psol15) a 0,727 (Psol10) para a populacdo D (ltatiaia, RJ), de 0,000 (Psol17) a 0,800
(Psol10) para a populagao B (Ubatuba, SP) e de 0,000 (Psol17) a 0,875 (Psol9) para a
populagao A (Bosque da CUASO-USP, SP). Ja a variacdo da heterozigosidade esperada
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variou de 0,000 (Psol11) a 0,700 (Psol10) para a populagdo C (Teresoépolis, RJ), 0,212
(Psol11) a 0,749 (Psol18) para a populacéo D (ltatiaia, RJ), 0,040 (Psol15) a 0,683 (Psol18)
para a populagdo B (Ubatuba, SP) e 0,000 (Psol17) a 0,716 (Psol3) para a populagédo A
(Bosque da CUASO-USP, SP) (Tabela 4).

Tabela 3. Parametros de diversidade e polimorfismo para caracterizacdo dos oito locos
microssatélites nos 72 genétipos de P. solmsianum.

Loco N, Ho Hs PIC f

Pso3 8 0,211 0,751 0,861 0,564

Psol6 6 0,353 0,726 0,810 0,120

Pso® 6 0,543 0,734 0,809 0,093

Psoli0 5 0,609 0,799 0,768 -0,021

Psoni1 6 0,100 0,096 0,809 -0,063

Psoh5 2 0,144 0,343 0,375 0,236

Psoli6 3 0,558 0,773 0,588 0,015

Pson7 7 0,030 0,501 0,839 0,876

Psoli8 2 0,290 0,677 0,375 0,561

Media 5 0,315 0,600 0,693 0,264

O indice de fixagao intrapopulacional (f = Fs) foi estimado para cada populagao
através dos valores de Ho e He. O valor médio de endogamia (f = 0,264) pode ser
considerado baixo, 0 que sinaliza para a possibilidade de predominio de fecundacéo
cruzada entre individuos (alogamia).

Tabela 4. Parametros de diversidade obtidos para as quatro populacdes de P. solmsianum.

Populacéao N A He Ho

A —Bosque da USP (SP) 24 3,3 0,468 0,437
B — Ubatuba (SP) 25 3,3 0,346 0,246
C — Teresépolis (RJ) 10 2,4 0,454 0,223

D - ltatiaia (RJ) 13 3,3 0,537 0,303




211

A medida da diversidade genética evidenciou que a maioria da variacdo genética
encontra-se entre os individuos, dentro das populagdes (locais de coleta) com Hs = 0,456,
do que entre as populagdes (Dst = 0,152), 0 que é esperado se considerarmos a espécie
como alégama. No entanto, da diversidade genética total obtida, maior proporg¢éo foi
observada dentro das populacdes (Hs = 0,456) do que entre as populagdes (Dsr= 0,203).

Além disso, 30,8% da diversidade alélica (Gsr’) ficou alocada entre as quatro
populacbes e os 69,2% restantes na forma de variacao intrapopulacional (Tabela 5). Este
padrao de distribuicdo é observado para espécies arboreas e aldégamas ou de sistema misto
de reproducdo (KAGEYAMA et al. 2003). Em geral, espécies autbégamas ou
predominantemente autbgamas apresentam valores de Gst mais elevados do que espécies
alégamas (HAMRICK e GODT, 1996).

Da diversidade genética encontrada no conjunto dos gendtipos analisados, 45,6%
esta dentro das populacdes, ou seja, entre os individuos de P. Solmsianum, e 20,3% da
diversidade encontra-se entre as populacdes das quatro regides de coleta. Esses resultados
corroboram o agrupamento das quatro coletas em populacdées evidenciado pelos
dendrogramas das distancias de Nei (NEI, 1973; 1987) (Figuras 7 e 8).

Tabela 5. Diversidade genética dos 72 individuos de P. solmsianum pertencentes aos quatro locais
de coleta. Hs, diversidade genética intrapopulacional; Hy, diversidade genética total (Hg',
padronizada); Dsr, diversidade genética entre as populagdes (Dst’, padronizada); Gsr, diversidade

genética nas populagdes em relacdo ao total, analoga ao Fstde Wright 1931 (Gst’, padronizada).

Loco SSR  Hs Hy H, Dst Dst Gst Gst

Psol3 0.558 0.766 0.836 0.208 0.278 0.272 0.332
Psol6 0.694 0.690 0.689 -0.004 -0.006 -0.006 -0.008
Psol9 0.498 0.770 0.861 0.272 0.363 0.354 0.422
Psoll0 0.621 0.740 0.780 0.119 0.159 0.161 0.204
Psol11 0.630 0.795 0.850 0.165 0.220 0.208 0.259
Psol15 0.095 0.096 0.097 0.002 0.002 0.018 0.024
Psol16 0.204 0.368 0.423 0.164 0.219 0.446 0.518
Psoll7 0.572 0.766 0.831 0.194 0.259 0.254 0.312

Psol18 0.230 0.477 0.559 0.247 0.329 0.518 0.589

Meédia 0.456 0.608 0.658 0.152 0.203 0.250 0.308
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Quanto a medida da diversidade entre as populagdes verificou-se que as estimativas
de diferenciagdo genética entre as quatro populagdes foram altas, Rst € Fst (0,347 e 0,339,
respectivamente) e semelhantes (Tabela 6). Esses parametros de diversidade sao
importantes do ponto de vista de conservacdo, direcionando futuras coletas. Resultados
semelhantes foram descritos por Mariot (2000) estudando quatro populagbes de P.
cernnum, e por Wadt e Kageyams (2004) que verificaram a estruturacdo genética de 13
populagdes naturais de P. hispidinervum com Fgr de 0,290 e 0,349.

Tabela 6. Estimativa das estatisticas F de Wright, do Rst e do numero de migrantes por geragéo (Nm)
em quatro populagdes naturais de P. solmsianum. Intervalo de confianga (IC) de 95% de
probabilidade.

Fs=f Fr=F Fsr=8s Rst  Nn

Estimativa 0,296 0,534 0,339 0,347 0,3
Limite Superior (IC 95%) 0,511 0,691 0,453

Limite Inferior (IC 95%) 0,094 0,395 0,220

Calculado com base no Rsr

Ainda em relagao a estruturagao genética da espécie, foi realizado o Teste Exato de
aderéncia dos nove locos SSR ao equilibrio de Hardy-Weinberg (P HWE) com 10.000
permutacdes e correcdo de Bonferroni ao nivel de 5% de probabilidade. Do total de locos
utilizados na genotipagem, sete deles (Psol3, Psol6, Psol9, Psol10, Psol11, Psol17 e
Psol18) desviaram significativamente das proporcdes esperadas de HWE (P > 0,0055)
(Tabela 6). O desequilibrio de ligacao foi testado para todos os locos e foi verificado que
trés locos, Psol3, Psol10 e Psol18 estao ligados.
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Tabela 6. Teste exato para verificagdo da aderéncia das populagdes de P. solmsianum ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (P HWE). A: populacdo do Bosque da CUASO-USP, SP; B:
populacao de Ubatuba, SP; C: populacao de Teresopolis, RJ; D: populacao de Itatiaia, RJ.

PHWE
Loco SSR
A B c D
Psol3 0,2415 0,00000  0,0014  0,0005
Psol6 0,0927 1,0000 0,0490 0,0007"
Psol9 0,0027° 0,0008 0,1994 0,5776
Psol0 1,0000 0,0021°  0,0217 0,2570
Psol1 1,0000 1,0000 - 1,0000
PsoH5 0,5509 1,0000 - 0,0005"
PsoH6 1,0000 1,0000 1,0000 0,5427
Psoh7 - 0,00000  0,0588 0,0899

Psol8 0,0000 0,0165 0,1189 0,0093

Nota: (-), Equilibrio de Hardy-Weinberg nao pode ser calculado devido a

populacdo apresentar apenas um alelo por loco; valor nominal a 5% de
probabilidade = 0,0055.

As quatro coletas iniciais que compunham os 72 genotipos foram submetidas a
analise de grupos genéticos independentes através do programa Structure (Pritchard et al.,
2000), que indica o numero mais provavel de populacdes através da determinacao do valor
de K. Essa analise identifica clusters com base no ajuste de propor¢cdes de Hardy-Weinberg
e seus equilibrios de ligagdo. O numero mais provavel de grupos distintos (K), de acordo
com o procedimento de Evanno e colaboradores (2005), foi de trés clusters, ou seja, K = 3
(Figura 7). Esse resultado revela que os individuos coletados em duas regides distintas,
TeresoOpolis e Itatiaia, ambas no Estado do Rio de Janeiro (RJ) formam uma Unica
populacédo (em azul, Figura 8). Ja as duas outras coletas nas regides de Ubatuba e Bosque
da Universidade de Sao Paulo, ambas no Estado de Sao Paulo, apresentaram-se como
populagées distintas, mantendo a separacgao inicial na ordem de coleta (Figura 8, em verde

e vermelho, respectivamente).

Os mesmos gendtipos foram classificados pelo método UPGMA a partir das relagoes
de distancias genéticas calculadas entre eles. O dendrograma (Figura 8) revela grande
semelhanga com os grupos formados pela analise bayesiana do programa Structure, muito
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embora a estruturagdo revelada pelo método UPGMA tenha sido mais bem sucedida para

agregar individuos de mesmas localidades de coleta.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd{L(K))
800 -

600 -

400 -

Delta K

2.ID 2.I5 3.ID 35 40 45 5.0

Figura 7. Gréfico com a indicagdo mais provavel do valor de K pelo método do AK
(Evanno et al. 2005) para a estruturacdo genética dos 72 genétipos de P. solmsianum
pelo Strucuture.
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Figura 8. (I) Dendrograma da distancia genética entre os 72 individuos de P.solmsianum definido pelo

critério de agrupamento UPGMA, baseado no indice de Jaccard, gerado pelo software NTSYS. (ll)

Grafico de barras indicando o nimero de clusters obtido pelo software Structure. Individuos séo
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representados pelas barras verticais. Individuos com as mesmas cores indicam que pertencem ao
mesmo cluster. Grafico em verde: populagao formada pelos individuos das coletas das regides de
Teresépolis e Itatiaia, RJ (grupos C [K1329] e D [K1316]); Grafico em vermelho: populagdo formada
pelos individuos da coleta da regido de Ubatuba, SP (grupo B [k1368]); Grafico em azul: populagao
formada pelos individuos da coleta da regidao da CUASO, SP (grupo A [k1384]).(*): Indica individuos
coletados como replitcatas.
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