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RESUMO

PADILLA GONZALEZ, G. F. Impressdo digital metabdlica do género Espeletia
(Asteraceae) e sua correlagcdo com dados filogenéticos e biogeogréficos. 2014.
104f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdao Preto, 2014.

O género Espeletia Mutis ex Bonpl (Asteraceae, Millerieae, Espeletiinae) constitui
um exemplo classico de um taxon sujeito a rpidos processos adaptativos
evolutivos. Com ca. 71 espécies, este género se diversificou em elevadas altitudes
num ecossistema emergente formado apds o retraimento dos glaciares no final do
Plioceno e inicio do Pleistoceno, os paramos, um tipo de ecossistema que
biogeograficamente funciona como um complexo de “ilhas” presentes principalmente
no noroeste dos Andes tropicais da Venezuela, Colémbia e Equador. Devido a sua
complexa histéria evolutiva e morfologia caracteristica, este género tem sido foco de
muitas pesquisas envolvendo sua biologia, ecologia, taxonomia e filogenia. No
entanto, do ponto de vista fitoquimico, tem sido pouco estudado e € desconhecida a
influéncia da geografia na quimica do metabolismo secundario destas espécies.
Neste estudo, a impressao digital metabodlica de 120 amostras do género Espeletia
foi obtida por UHPLC-UV-MS e submetida a andlises quimiométricas. A correlacéo
com dados geograficos revelou uma forte influéncia da biogeografia no metabolismo
secundario das espécies deste género, apresentando uma impressdo digital
caracteristica de acordo com seu pais de origem numa escala global e de acordo
com complexo de paramos de origem numa escala regional, o qual concorda com a
filogenia atual da subtribo baseada nos marcadores ITS, ETS, rpl116 e AFLPs. A
analise por OPLS-DA e a desreplicacdo de extratos permitiu identificar as principais
substancias correlacionadas com a origem geogréfica das espécies, mesmo como
permitir a construcdo de modelos de predicdo da origem geografica de novos
extratos baseados nos seus perfis quimicos. Além disso, uma analise filogenética
efetuada com dados metabolémicos revelou, embora com pouco suporte, uma
correlacdo geografica em que as espécies da Venezuela correspondem ao clado
ancestral do género. Adicionalmente, a quimica do metabolismo secundéario da
subtribo Espeletiinae foi revisada e um bando de dados, o ChemEsp (Chemistry of
Espeletiinae), foi construido incluindo todos os metabdlitos descritos na literatura,
mesmo como outras informacg8es quimicas, botanicas e geograficas. Finalmente, a
desreplicacdo de extratos permitiu a identificacdo de varias substancias néo
descritas previamente no género Espeletia e/ou na subtribo Espeletiinae, incluindo
uma grande variedade de flavonoides e acidos cafeoilquinicos, junto com outros
metabdlitos j& descritos no género por métodos fitoquimicos classicos. Os resultados
obtidos, além de contribuirem para a geracdo de conhecimento sobre a quimica do
metabolismo secundario do género Espeletia, revelaram informagbes sobre as
relacdes filogenéticas e biogeograficas do género baseadas em marcadores
quimicos, empregando-se modernas metodologias analiticas e computacionais.

Palavras chave: Asteraceae; Biogeografia; Espeletiinae; Metabolémica,
Quimiotaxonomia.



ABSTRACT

PADILLA GONZALEZ, G. F. Metabolomic fingerprint of the genus Espeletia
(Asteraceae) and its correlation with phylogenetic and biogeographic data.
2014. 104f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

The genus Espeletia Mutis ex Bonpl (Asteraceae, Millerieae, Espeletiinae)
constitutes a classic example of a taxon undergoing rapid adaptive evolutionary
processes. With ca. 71 species, this genus diversified at high altitudes in an
emerging ecosystem formed after the retreat of the glaciers in the late Pliocene and
early Pleistocene, the paramos, a type of ecosystem that biogeographically acts as
an “island” complex in the northwestern tropical Andes of Venezuela, Colombia and
Ecuador. Due to its complex evolutionary history and characteristic morphology, this
genus has been focus of several investigations regarding its biology, ecology,
taxonomy and phylogeny. However, phytochemically, they have been poorly studied
and it is unknown the influence of geography in their secondary metabolism. In this
study, the metabolomic fingerprint of 120 samples of the genus Espeletia was
analyzed by UHPLC-UV-MS and chemometrics. Correlations with geographical data
revealed a strong influence of biogeography on their secondary metabolism,
displaying a characteristic fingerprint according to their country of origin in a global
scale and by paramo complex in a regional scale, which is in agreement with the
current phylogeny of the subtribe based on ITS, ETS, rpl116 and AFLPs markers. An
OPLS-DA analysis and extract dereplication allowed the identification of the main
compounds correlated with their geographical origin, which also served for building
models to predict the geographical origin of unknown samples based on their
chemical profile. Also, a phylogenetic analysis was performed with metabolomic data
which interestingly, although with low support, also displayed a geographical
structure with the Venezuelan cluster as the ancestral clade of the genus.
Furthermore, the secondary metabolite chemistry of the subtribe Espeletinae was
reviewed and a data base, ChemEsp (Chemistry of Espeletiinae), was built including
all secondary metabolite reports available in the literature as well as other chemical,
botanical and geographical information. Finally, the extract dereplication allowed the
identification of several compounds previously unreported in the genus Espeletia
and/or the subtribe Espeletiinae, including a wide range of flavonoids and
caffeoylquinic acids, along with other metabolites already reported in the genus by
classic phytochemical methods. These results, besides of contributing to further
knowledge about the secondary metabolite chemistry of the genus Espeletia,
provided valuable information about the phylogenetic and biogeographic
relationships in the genus based on chemical markers by means of modern analytical
and computation techniques.

Keywords: Asteraceae; Biogeography; Chemotaxonomy; Espeletiinae;
Metabolomics.
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1 INTRODUCAO

No final da era do Plioceno e inicio do Pleistoceno, entre dois e quatro
milhdes de anos atras, um novo ecossistema emergiu apdés o retraimento dos
glaciares na regido norte dos Andes tropicais na América do Sul: o paramo
(HOOGHIEMSTRA; RAN, 1994; HOOGHIEMSTRA; VAN DER HAMMEN, 2004).
Este ecossistema, presente em alturas de 3.500 a 4.800 m acima do nivel do mar,
cobre as areas altas da cordilheira dos Andes formando uma faixa descontinua
desde a cordilheira de Talamanca em Panamé e Costa Rica, passando por
Colémbia, Venezuela e Equador até a depressédo de Huancabamba no norte do Peru
(BUYTAERT et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Extensdo aproximada dos paramos (em preto) na cordilheira dos Andes
(fonte: BUYTAERT et al., 2006).

O péaramo (Figura 2A-B) € caracterizado por suas condi¢des climaticas
extremas como altos niveis de radiacdo ultravioleta (UV), solos pobres, muito
drenados e com pH acido, além de sazonalidade diaria chegando a temperaturas

inferiores a 0 °C a noite (em alturas superiores aos 4000 m) e superiores a 15 °C no



dia, enquanto a temperatura média anual ndo apresenta variagdo (MONASTERIO;
SARMIENTO, 1991; MORALES et al.,, 2007). Estas caracteristicas somadas aos
eventos sucessivos de glaciacdes e inter-glaciacbes que deram origem a este
ecossistema, geraram uma alta biodiversidade, sendo considerado o ecossistema de
alta montanha de maior diversidade floristica e rigueza de espécies endémicas do
mundo (SMITH; CLEEF, 1988; LUTEYN, 1999; RANGEL-CH, 2000).

Estando isolado por profundos vales andinos ou densos bosques altoandinos,
0 paramo € um tipo de ecossistema que biogeograficamente funciona como “ilha” ja
que, analogo as ilhas oceanicas, apresenta um alto grau de endemismo em que
muitas espécies estao restritas a determinado local (MORALES et al., 2007), com
pouca ou nenhuma comunicacdo entre espécies presentes em diferentes macicos
de paramos. O isolamento geografico e a origem recente deste ecossistema o
levaram a ser considerado um sistema ideal para compreender relacdes evolutivas
complexas e mecanismos de especiacdo em plantas (HOOGHIEMSTRA; VAN DER
HAMMEN, 2004; CUATRECASAS, 2013).

Dentro dos principais grupos vegetais caracteristicos dos paramos estao 0s
Frailejones (Figura 2C-G), um grupo de espécies pertencentes a familia Asteraceae,
tribo Millerieae, subtribo Espeletiinae. Esta subtribo, com ca. 143 espécies
agrupadas em oito géneros (Espeletia, Espeletiopsis, Coespeletia, Ruilopezia,
Libanothamnus, Carramboa, Tamania e Paramiflos) (CUATRECASAS, 1976), tem
sido considerada um exemplo classico para estudar radiacdes adaptativas rapidas,
sendo o0 género Espeletia Mutis ex Bonpl o principal modelo por se tratar do maior e
mais diverso género (ca. 71 spp) da subtribo (CUATRECASAS, 1976, 2013).

Devido a grande diversidade morfolégica deste grupo e sua rapida evolucéo
adaptativa, existe grande interesse no estudo da sua biologia, ecologia, sistematica
e taxonomia. Portanto, inUmeros estudos tém sido realizados desde a primeira
descricdo de uma espécie de Espeletia em 1792 até a atualidade, com o intuito de
estabelecer relacdes taxondmicas, esclarecer sua historia evolutiva e determinar a
influéncia da geografia na diversificacdo deste grupo (DIAZGRANADOS, 2012;
CUATRECASAS, 2013). Por exemplo, um dos primeiros estudos detalhados da
subtribo Espeletinae (CUATRECASAS, 1933) reportou que diferentes areas

geograficas apresentam diferentes espécies, concluindo, posteriormente, que devido



a geografia Andina € possivel que o padrdo que distribuicdo destas espécies reflita a
evolugdo do grupo (CUATRECASAS, 2013). Esta hipdtese foi confirmada
recentemente com a filogenia da subtribo baseada em diversos marcadores
moleculares (DIAZGRANADOS, 2012). No entanto, embora muito estudadas do
ponto de vista de sua biologia e ecologia, quimicamente tém sido pouco estudadas e
ainda é desconhecida a influéncia da biogeografia na quimica do seu metabolismo
secundario ou se a composi¢cao quimica destas espécies reflete suas relacdes de

parentesco evolutivo.

Figura 2. Ecossistema de paramo (A, B) e espécies do género Espeletia (C-G).

A quimica do metabolismo secundario do género Espeletia € caracterizada
pela presenca de metabdlitos da classe dos terpenoides, especialmente diterpenos
de tipo caurano, dos quais se destacam os &cidos ent-caurendico, grandiflorénico,
grandiflorélico e seus derivados, além de alguns mono e sesquiterpenos (P1OZZI et
al., 1971; USUBILLAGA et al., 1973; MORALES et al., 1973; BOHLMANN; SUDING;
CUATRECASAS; KING; et al.,, 1980; TORRENEGRA et al.,, 1994), sendo que
estudos fitoquimicos empregando métodos classicos resultaram na identificacdo de
alguns dos metabdlitos presentes em apenas 15 espécies: E. argentea, E.
barclayana, E. batata, E. grandiflora, E. hartwegiana, E. Kkillipii, E. nana, E.
pycnophylla, E. schultzii, E. semiglobulata, E. tenorae, E. tunjana, E. uribei, E.
weddellii, e E. x aurantia (USUBILLAGA; MORALES, 1970; PIOZZI et al., 1972;



PROANO et al., 1972; BOHLMANN; SUDING; CUATRECASAS; KING,; et al., 1980;
TORRENEGRA; TELLEZ, 1995; TELLEZ et al., 1998; USUBILLAGA et al., 2003;
JANSEN et al., 2007; IBANEZ; USUBILLAGA, 2008; PENA et al., 2012), das 71 que

compdem o género.

O uso de marcadores quimicos constitui uma abordagem interessante que
pode auxiliar na compreensdo da taxonomia deste género, considerando que
estudos prévios relataram a presenca de duas lactonas sesquiterpénicas de tipo
melampolido (polimatina B e acetato de longipilina), o qual levou a questionar o
status da subtribo Espeletiinae e propor uma possivel circunscricdo com a entao
subtribo Melampodiinae (TORRENEGRA; TELLEZ, 1995). Além disso, estudos
desenvolvidos por Alvarenga et al. (2005) destacaram o valor quimiossistematico

dos diterpenos do tipo caurano presentes no género Espeletia.

A fitoquimica classica, apesar de ser muito utilizada em correla¢cdes com a
biogeografia e taxonomia de um determinado grupo de espécies, apresenta
desvantagens, tais como a dificuldade na identificacdo de metabdlitos presentes em
baixas concentracdes, a alta quantidade de material vegetal requerida e o elevado
tempo e esforgco necesséarios no processo de isolamento e elucidacdo estrutural,
dificultando assim a andlise de um elevado nimero de espécies. SAo necessarios,
portanto, estudos sistematicos empregando metodologias mais sensiveis que
requeiram pequenas quantidades de material vegetal, permitam identificar um maior
namero de substancias de uma forma rapida e padronizada, além de estudar varias
dezenas de espécies ao mesmo tempo. Isto pode ser atingido mediante uma
abordagem metabolémica, a qual é definida como o estudo e caracterizacdo do
conjunto de metabdlitos presentes em determinado complexo biologico. A
metaboldmica apresenta trés diferentes abordagens, a analise de “metabdlitos alvo”,
que se refere a “detecgao e quantificagao precisa de um conjunto Unico ou pequeno
de substancias alvo”; a analise do “perfil metabdlico”, que permite a identificacédo e
quantificacdo de um grupo de metabolitos associados a vias especificas ou
pertencentes a determinada classe, e a “impressao digital metabdlica ou fingerprint
metabolico”, que é usada na comparacdo de metabolébmas completos sem a
necessidade da identificacdo das substancias (FIEHN, 2002; KRASTANOV, 2010).
Esta ultima abordagem, se aliada a estatistica multivariada, pode ser empregada

para fazer correlacdes entre a composicdo quimica e a origem geografica ou



proximidade taxondmica, pois possibilita estabelecer relagbes de parentesco entre
as espécies avaliadas de acordo com a similaridade das suas impressoes digitais

metabolicas.

Devido a importancia de se realizar andlises fitoquimicas mais detalhadas,
que permitam fazer correlacbes mais precisas, bem como investigar a quimica do
metabolismo secundario de um maior niumero de espécies de Espeletia, neste
projeto foi proposto estudar o metaboloma de 120 amostras vegetais do género
Espeletia (61 espécies, nove hibridos, cinco variedades, uma forma e 44 duplicatas),
por Ultra High Performance Liquid Chromatography — Ultraviolet Spectroscopy —
Mass Spectrometry (UHPLC-UV-MS) com analisador do tipo FT-Orbitrap em
combinacdo com ferramentas de quimioinformética, estatistica multivariada e
meétodos in silico de andlise. Além de realizar uma abordagem moderna para
detectar as impressdes digitais metabodlicas das espécies avaliadas, foi proposto
ainda correlacionar os dados quimicos obtidos com dados biogeograficos,

taxondémicos e filogenéticos de Espeletia.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Obter a impressdo digital metabdlica de espécies do género Espeletia
(Asteraceae - Millerieae) por UHPLC-UV-MS e, com emprego de estatistica
multivariada e métodos in silico, correlacionar os dados quimicos obtidos aos dados
biogeograficos, filogenéticos e taxondmicos do género. Além disso, desreplicar os
extratos vegetais usando varios bancos de dados disponiveis e mediante a criacao
de um banco de dados dos metabdlitos secundarios descritos na subtribo

Espeletiinae.

2.2 Objetivos especificos

a) Revisar a literatura cientifica publicada sobre a quimica do metabolismo
secundario de espécies da subtribo Espeletiinae e construir um banco de dados com

tais informacdes;

b) Obter a impresséao digital metabdlica de espécies de Espeletia por UHPLC-UV-MS
e correlacionar os dados quimicos com dados taxonémicos, filogenéticos e

biogeograficos de Espeletia;

c) Através das analises de correlacdo in silico e desreplicacdo, identificar as

substéancias correlacionadas com os agrupamentos observados;

d) Desenvolver modelos de predicdo da origem geografica de novas amostras de
Espeletia;

e) Fazer uma andlise filogenética do género Espeletia com base em marcadores

quimicos;



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Criacado de um banco de dados quimicos de Espeletiinae

Com a finalidade de conhecer a fitoquimica da subtribo Espeletiinae, auxiliar
na desreplicagcdo de extratos vegetais e realizar uma analise quimiotaxonémica
preliminar in silico, foi necessario criar um banco de dados com todos os metabdlitos
secundarios descritos na subtribo. Sua construcéo foi feita com base na revisédo
bibliografica de todos os artigos cientificos disponiveis em varias bases de dados,
tais como SciFinder Scholar, ISI Web of Knowledge, Google Scholar, ScienceDirect,
SCOPUS e Scielo. O banco de dados, denominado ChemEsp (Chemistry of
Espeletiinae), faz parte do AsterDB (Asteraceae Database) do nosso grupo de
pesquisas AsterBioChem (www.asterbiochem.org). O ChemEsp contem as seguintes
informacdes: estrutura quimica da substancia em 2D e com atribuicdo de
estereoquimica, nomes usual e sistematico, numero CAS (Chemical Abstract
Service), nome da espécie e parte da planta de onde foi isolada ou descrita cada
substéancia, pais e local de coleta da planta com dados de GPS quando disponivel,
namero de voucher e herbario onde esta depositada cada exsicata, classe quimica e
tipo de esqueleto carbdnico, além da formula molecular e massa monoisotopica em
alta resolugdo. A estrutura quimica de cada substancia foi desenhada no software
ChemBioDraw Ultra 12.0 (CambrigeSoft, Inglaterra), e a férmula molecular e massa
monoisotopica de cada substancia foram calculadas no mesmo software. O banco
de dados foi elaborado empregando o software JChem for Excel (ChemAxon Ltd.,
Hungria) e se encontra disponivel eletronicamente em formato .sdf (Structure Data
Format), sendo compativel com o software MarvinView 5.12.2 (ChemAxon Ltd.,

Hungria).

3.2 Material vegetal

As partes aéreas de 61 espécies do género Espeletia, nove hibridos, cinco
variedades, uma forma, e 33 duplicatas de espécies coletadas a partir de individuos
presentes no mesmo paramo e 11 duplicatas de espécies coletadas em diferentes
paramos (totalizando 120 amostras vegetais, Apéndice |) foram obtidas a partir de
colecdes biologicas presentes no National Museum of Natural History, Smithsonian
Institution (Washington DC., EUA). As amostras foram coletadas pelo Dr. Mauricio

Diazgranados em paramos da Coldombia e Venezuela entre os anos 2007 e 2010,



secas em sacolas plasticas com silica gel, posteriormente identificadas e enviadas a
FCFRP-USP pelo Dr. Diazgranados. As amostras vegetais selecionadas estdo em

perfeito estado de conservacao.

3.3 Preparo de extratos

A metodologia de extracdo empregada neste estudo foi baseada no protocolo
de extracdo e andlise de plantas para estudos metabolémicos por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas descrito por de Vos et al. (2007), com
algumas modificagbes. Neste estudo, 15 mg de folhas secas foram pulverizadas
utilizando nitrogénio liquido, capsula de porcelana e pistilo. Posteriormente, o po foi
transferido a tubos Eppendorf onde se adicionou 1,5 mL de etanol (EtOH):H,O em
proporgdo 7:3 (v/v). Apos a adicdo do solvente extrator, os tubos foram agitados por
10 s e colocados no banho de ultrassom (Maxiclean 1600, Unique, Brasil) por 20 min
em temperatura de 25 °C. O sistema de solventes empregado foi selecionado com
base em estudos prévios do nosso grupo de pesquisas (AsterBioChem), onde se
determinou que a maior eficiéncia na extracdo da maior diversidade de metabdlitos
secundarios de varias espécies da familia Asteraceae foi obtida nessas condi¢cdes
(CASOTI et al.,, 2013; CHAGAS-PAULA, 2013). Ressalta-se que varios estudos
metabolémicos recomendam extracfes hidroalcodlicas em proporcdes iguais ou
superiores a 1:1 (v/v) (DE VOS et al., 2007; ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2010; KIM
et al., 2011).

Apbs a extracao, os tubos foram centrifugados por 10 min a 14.000 rpm e o
sobrenadante foi transferido a outro tubo Eppendorf onde foram particionados com
0,5 mL de n-hexano, filtrados em filtro de PTFE de 0,2 ym, e entdo analisados no
UHPLC-UV-MS. Todos os solventes utilizados no processo de extracédo foram grau
HPLC e utilizou-se um filtro para cada extrato vegetal.

3.4 Impressdo digital metabdlica e andlise estatistica multivariada

Previamente ao inicio dos estudos metaboldmicos das 120 amostras,
realizou-se um estudo preliminar com cinco espécies de trés diferentes origens
geograficas (Tabela 1), com a finalidade de determinar se a secagem dos extratos e
posterior ressuspencdo, metodologia empregada previamente no nosso grupo de
pesquisas (CASOTI et al., 2013; CHAGAS-PAULA, 2013), influenciava na impressao

digital metabdlica e consequentemente na correlacdo final entre a composi¢éo



quimica e a origem geografica das espécies. A secagem dos extratos foi efetuada
em fluxo de ar comprimido (amostras A-E) e no SpeedVac (Savant SPD 2010-220,

Thermo Electron Corporation, EUA) (amostras A e E).

Tabela 1. Espécies do género Espeletia analisadas no estudo preliminar.

Cédigo Espécie Origem geografica

Pais Estado
A E. grandiflora Colébmbia  Cundinamarca
B E. barclayana Colémbia  Cundinamarca
C E. frontinoensis  Colédmbia  Antioquia
D E. jajoensis Venezuela Meérida
E E. schultzii Venezuela Mérida

Este estudo preliminar foi de utilidade também na determinacédo das melhores
condicBes de analise no UHPLC-UV-MS (Exactive Plus™, Thermo Fisher Scientific,
Alemanha) equipado com analisador tipo Orbitrap™ e fonte de ionizacdo por Heated
Electrospray (HESI), utilizando uma coluna C18 (Hypersil Gold, 50 x 2,1 mm,
Thermo Fisher Scientific, Alemanha) com um tamanho de particula de 1,9 um e uma
precoluna C18 para UPLC (Phenomenex, EUA). Empregou-se uma vazéo de fase
moével de 0,3 mL/min, sendo composta por um gradiente de acetonitrila (MeCN):H,O
com adicdo de 0,1% de &cido férmico, obtendo-se resultados satisfatérios. O
gradiente da fase moével empregado foi: 5% de MeCN em 3 min, 5%-100% de MeCN
em 30 min, seguido de 100% de MeCN em 35 min e 100%-5% de MeCN em 40 min
para a limpeza e recondicionamento da coluna, respectivamente. A temperatura da
coluna foi controlada em 30 °C, enquanto a temperatura do rack se manteve em 10
°C.

O espectrometro de massas foi operado nos modos positivo e negativo
simultaneamente numa resolucéo de 70,000 e faixa de varredura de 150-2000 m/z.
Foi injetado um volume de 10 uL de cada extrato num tempo maximo de injecao de
250 ms. Os parametros da fonte de ionizacao por HESI foram: voltagem do spray de
3,6 kV no modo positivo e -3,2 kV no modo negativo, temperatura do capilar e do
aguecedor de 300 °C, fluxo de nitrogénio (sheath gas) de 30 unidades e nivel de S-
lens RF de 55.

Antes de iniciar as andlises, o espectrobmetro de massas foi calibrado de

acordo com as especificacdes da Themo Fisher Scientific para cada polaridade
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separadamente. No modo positivo empregou-se uma solucdo de cafeina, acetato de
L-metionil-arginil-fenilalanina (MRFA), solucdo stoque Ultramark 1621 e n-butilamina
em MeCN: metanol (MeOH): H,O contendo 1% de acido acético. No modo negativo
se empregou uma solucdo de dodecil sulfato de sddio, taurocolato de sédio e a

solucéo stoque Ultramark 1621 em MeCN: MeOH: H,O com 1% de acido acético.

As amostras foram analisadas randomicamente, sendo que a amostra niumero
34 (Apéndice 1) foi injetada quatro vezes, uma no inicio, duas no meio e uma no fim
da sequéncia cromatografica, com a finalidade de conferir a reprodutibilidade das
analises. A amostra “branco” (EtOH:H,0O, 7:3 v/v) foi injetada apenas no inicio e no
fim da sequéncia, jA que a analise desta amostra relativamente pura no meio dos
extratos brutos pode re-acondicionar parcialmente a coluna, resultando em

pequenos deslocamentos no tempo de retencao (DE VOS et al., 2007).

Os dados brutos obtidos no UHPLC-UV-MS (cromatogramas, espectros de
massas e no UV) em formato .raw foram separados no modo positivo e negativo no
software RecalOffline, Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, Alemanha) e exportados
ao software open source MZmine 2.10 (MZmine Development Team, Finlandia),
onde foi efetuado o tratamento dos dados: eliminacédo de ruido, deteccdo de picos,
alinhamento, eliminacdo de is6topos, deconvolucdo, etc. ApOos o tratamento no
MZmine, os dados (area dos picos) do modo positivo e negativo foram exportados
separadamente em formato .csv e transferidos ao softwares R 3.3.0 (R Foundation
for Statistical Computing, Austria), SIMCA 13.0.3.0 (Umetrics, Suécia), Weka 3.6
(University of Waikato, Nova Zelandia), STATISTICA 8 (StatSoft, Inc., EUA) e The
Unscrambler X (CAMO, Finlandia) onde se realizaram andlises estatisticas
multivariadas supervisionadas e nao supervisionadas e andlises de correlacao in

silico com dados taxonémicos e geograficos.

Inicialmente foram efetuadas duas andlises ndo supervisionadas: 1) analise
por componentes principais (PCA por suas siglas em inglés), que permite reduzir o
namero de variaveis do conjunto de dados mediante a criagdo de novas variaveis
chamadas “componentes principais” que descrevem a variabilidade total do sistema
em forma decrescente, permitindo determinar tendéncias e outliers (BRERETON,
2003); 2) analise hierarquica de clusters (HCA por suas siglas em inglés) que

permite agrupar objetos de acordo com sua similitude, obtendo-se como resultado
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um grafico em forma de dendrograma (BRERETON, 2003). Nessa ultima andlise
foram testados varios métodos de agrupamento e distancias de medicdo, obtendo
resultados satisfatérios com o método Ward’s e a distancia euclidiana ao quadrado.
O método Ward’s, diferente de outros também comumente utilizados (single,
complete ou average linkage), determina a variancia total entre os agrupamentos,
priorizando aqueles que levam ao menor aumento na variancia total do sistema
(WARD, 1963). Este método tem sido utilizado em diferentes tipos de dados,
incluindo variaveis continuas e variaveis binarias, com resultados favoraveis. Por
exemplo, Hands; Everitt (1987) testaram cinco técnicas de agrupamento hierarquico
(single, complete, average e centroid linkage, e o método Ward’s) em dados
multivariados binarios, encontrando os melhores resultados com o método Ward’s,
engquanto os outros métodos apresentaram resultados semelhantes, excetuando o
meétodo de single linkage que apresentou os piores resultados (HANDS; EVERITT,
1987). As analises por PCA e HCA foram efetuadas nos softwares R, SIMCA P e

The Unscrambler X.

Apés esta andlise exploratdéria, empregaram-se trés métodos
supervisionados: 1) Orthogonal Partial Least Squares — Discriminant Analysis
(OPLS-DA), a fim de identificar as varidveis X (picos cromatograficos)
correlacionadas com a variavel resposta Y (dados biogeogréaficos e taxonémicos das
espécies), efetuado no software SIMCA P; 2) Arvores de decis&o (AD), efetuado no
software Weka e 3) K-nearest neighbors (KNN) no software STATISTICA. As
analises por AD e KNN, mesmo como OPLS-DA, foram realizadas com a finalidade
de construir modelos de predicdo geografica de novas amostras de Espeletia
baseados na composicdo quimica das espécies deste género. Todas as andlises
estatisticas multivariadas foram realizadas com os dados dos modos positivo e

negativo separadamente.

3.5 Analise de tricomas

Além da analise das folhas integras, foi empregada outra metodologia visando
determinar a composicdo quimica dos tricomas em Espeletia, além da sua
correlagcdo com dados geograficos. Nessa analise, os tricomas tectores presentes na
superficie folhar das cinco espécies do género descritas na Tabela 1 foram

separados manualmente com ajuda de uma pinca. Apos a separacao dos tricomas,
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15 mg das folhas (sem tricomas) foram pulverizadas com nitrogénio liquido, capsula
de porcelana e pistilo para serem logo tamisadas num tamis de 42 mesh. Os
tricomas e as folhas sem tricomas foram extraidos e analisados seguindo os
parametros descritos nos itens 3.3 e 3.4, respectivamente. Tal procedimento foi
realizado com a finalidade de comparar a composi¢do quimica dos tricomas, com a

das folhas sem tricomas, para depois fazer sua correlacdo com dados geogréficos.

3.6 Andlise de correlacao in silico

A correlacao in silico com dados biogeograficos e taxonémicos foi realizada
mediante uma analise por OPLS-DA no software SIMCA P considerando diferentes
métodos de normalizacdo e pré-tratamento de dados. Duas matrizes, uma com
variaveis continuas (matriz 1) e outra com varidveis binarias (matriz 2) foram
empegadas nas andlises. No primeiro caso, com a finalidade de determinar se existe
similitude nos perfis cromatogréficos das diferentes espécies de Espeletia, de acordo
com sua origem geografica ou proximidade taxondémica. No segundo, para
determinar se existe uma similitude unicamente na presenga ou auséncia de
determinados metabdlitos nas diferentes espécies deste género de acordo com sua

origem geografica ou proximidade taxonémica.

Na matriz 1, em que as areas dos picos foram consideradas como variaveis
continuas, empregou-se a normalizacédo pelo método de Pareto, o qual € um tipo de
escalonamento de dados que usa a raiz quadrada do desvio padrdo como fator de
escalonamento (Equacédo 1), assim mudancas grandes na concentracdo dos
metabdlitos sdo diminuidas mais que mudancas pequenas, permitindo que 0s
metabdlitos majoritarios sejam menos dominantes quando comparados aos dados
brutos. Este método apresenta a vantagem de manter a estrutura dos dados
parcialmente intacta (VAN DEN BERG et al., 2006).

xl-j — Xj
75

Equacdo 1. Formula de escalonamento pelo método de Pareto.

xl-j =
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Na matriz 2, em que as areas dos picos foram transformadas em variaveis
binarias (presenca/auséncia), empregou-se a normalizacdo pelo método de Unit
variance (UVar), o qual usa o desvio padrdo como fator de escalonamento (Equacéo
2), onde apos a transformacédo € atribuido um desvio padrdo de um a todos o0s
metabdlitos. Este método apresenta a vantagem de tornar todos os metabdlitos
igualmente importantes (VAN DEN BERG et al., 2006).

Equacdo 2. Formula de escalonamento pelo método de Unit variance.

Além das vantagens mencionadas, ambos 0s métodos possuem
desvantagens. Por exemplo, o escalonamento por Pareto é sensivel a mudancas
grandes na concentracdo dos metabdlitos, enquanto o escalonamento por UVar
pode aumentar consideravelmente erros de medi¢cdo, onde, por exemplo, picos
ruidosos terdo a mesma importancia que as substancias majoritarias (VAN DEN
BERG et al., 2006). No entanto, segundo van den Berg et al. (2006), todos os
métodos de escalonamento apresentam suas vantagens e desvantagens, e a
escolha do melhor método a ser empregado deve ser feita de forma criteriosa, de
acordo com os dados, o método de andlise multivariado a ser empregado
posteriormente e 0s objetivos do estudo.

3.7 Desreplicagao de extratos

A desreplicacdo dos extratos foi efetuada inicialmente no software MZmine,
utilizando o abrangente banco de dados da familia Asteraceae: Library of Natural
Products from Asteraceae (LINPA), do nosso grupo de pesquisas, 0 qual contem
informacdes dos metabdlitos isolados por membros do AsterBioChem, presentes no
nosso banco de dados in house (AsterDB), além de dados da literatura.
Adicionalmente, foi empregado o banco de dados especifico da subtribo Espeletiinae
(ChemEsp) desenvolvido neste projeto. Essa desreplicagcado preliminar, baseada
unicamente na comparacdo da massa monoisotopica em alta resolucdo das
diferentes moléculas, serviu de base para efetuar identificacbes mais “detalhadas”

comparando 0s espectros de massas, espectros no UV, férmula molecular e indice
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de deficiéncia de hidrogénio (IDH) dos possiveis metabolitos identificados no
MZmine com dados da literatura. A férmula molecular e o IDH foram calculados no
software Xcalibur e o Dictionary of Natural Products (DNP) e SciFinder Scholar foram
empregados na identificacdo das substancias ndo contidas nos bancos de dados

acima mencionados.

A confirmacdo da possivel identidade das substancias desreplicadas foi
realizada mediante a coinjecdo de 21 substancias previamente isoladas por
membros do nosso grupo de pesquisas (Apéndice V), além de fazer analises por
MS/MS no UHPLC-UV-MS empregando a célula de colisdo (HCD) para tal proposito,
com uma energia de colisdo (NCE) de 35 unidades. Devido a impossibilidade de
selecionar o ion percursor para fazer sua fragmentacdo neste equipamento, a
andlise foi realizada selecionando-se a faixa no tempo de retencdo em que eluiu a
substancia de interesse. Os espectros de MS/MS obtidos foram comparados com
dados da literatura e realizou-se a proposta do mecanismo de fragmentacdo de
algumas moléculas ndo encontradas na literatura. Neste estudo, foi priorizada a

identificagdo das substancias correlacionadas com cada agrupamento.

3.8 Andlise filogenética

Além da analise hierarquica de clusters (HCA) em que as espécies
agruparam-se de acordo a similaridade na sua composi¢cdo quimica, num enfoque
netamente fenético, foi efetuada uma analise filogenética com dados quimicos com a
finalidade de determinar se as relacdes de parentesco evolutivo entre as diferentes
espécies do género Espeletia podem ser desvendadas com base na sua
composicdo quimica. Esta analise se baseou na premissa que 0s caracteres
quimicos e seus estados (presencia/auséncia) refletem a historia evolutiva deste
género, permitindo a reconstrucdo das relacBes entre espécies ancestrais e
espécies descendentes. Neste caso, a presenca da mesma substancia quimica em
duas ou mais espécies seria devida a que ditos individuos compartilham um
ancestral comum. No entanto, a presenca de caracteres quimicos (ou de qualquer
outro tipo de caracter) em duas ou mais espécies pode ser devida também a

evolugao convergente.

Devido a que todos os métodos disponiveis para inferir relagdes filogenéticas

tendem a simplificar a verdadeira complexidade dos processos evolutivos
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(SCHMITT; BARKER, 2009), a busca da arvore filogenética que melhor explicasse a
historia evolutiva do género Espeletia com base em dados quimicos foi efetuada
mediante dois métodos, maxima parcimoénia (MP) e maximum likelihood (ML), com a
finalidade de avaliar a consisténcia dos resultados. O método de MP afirma que a
melhor hipétese filogenética € aquela que requer o menor numero de mudancas de
caracteres. Assim, uma arvore filogenética a partir do principio de MP tem o menor
namero de alteracdes evolutivas (SCHMITT; BARKER, 2009). Por outro lado,
likelihood representa a probabilidade de que um evento que haja acontecido no
passado gere um resultado especifico. Logo, o método de ML envolve um
procedimento para encontrar o valor de um ou mais parametros para um
determinado modelo que faca que a probabilidade de observar os dados (i.e. matriz
de presencia/auséncia) atinja seu valor maximo (SCHMITT; BARKER, 2009). Os
métodos de MP e ML foram efetuados nos softwares PAUP 4.0b 10 (SWOFFORD,
2002) e GARLI (ZWICKL, 2006), respectivamente.

A andlise por MP se efetuou considerando buscas heuristicas completas com
dez adi¢cdes randémicas e mantendo uma arvore em cada passo. O maximo de
arvores a serem salvas (MAXTREES) foi configurado em 100,000 usando a opgao
de aumentar automaticamente a 100, caso fosse necessario. Como algoritmo de
branch swapping se empregou tree-bisection-and-reconection (TBR) e a espécie
Senecio nivoaureus (Asteraceae) foi considerada como grupo externo. Apos a
selecdo das arvores parcimoniosamente informativas pela busca heuristica foi
gerada uma Unica arvore de consenso estrito no mesmo software. Finalmente, foram
realizadas andlises por bootstrap e jackknife com a finalidade de determinar o grau
de suporte dos agrupamentos observados na arvore de consenso estrito. Nessas
analises se consideraram 1000 réplicas e um nimero maximo de arvores a serem
salvas de um (MAXTREES = 1).

Na anélise por ML se empregou o modelo Mkv, o qual foi desenvolvido para
estabelecer filogenias a partir de dados morfolégicos discretos (LEWIS, 2001)
incluindo dados de presenca/auséncia. Nesta analise as colunas com dados
constantes foram excluidas mediante a opc¢do standardvariable e os parametros do
software se mantiveram constantes, com a excecao do numero de réplicas em cada
busca que se configurou em 10, a fim de fazer buscas mais exaustivas. Efetuaram-

se trés analises independentes seguindo 0s mesmos parametros com a finalidade
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de obter resultados consistentes determinados pela baixa variabilidade entre as
réplicas e a auséncia de melhores pontuagbes para novas arvores. A melhor

topologia se considerou como &rvore de maximum likelihood.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Banco de dados quimicos de Espeletiinae

O banco de dados ChemEsp, desenvolvido neste periodo, contem a primeira
revisdo de literatura sobre a quimica do metabolismo secundario da subtribo
Espeletiinae e, consequentemente, o primeiro banco de dados com tais informacdes.
Nele, observa-se que dos 223 taxons que compdem a subtribo Espeletiinae
(considerando categorias especificas e infraespecificas), 42 espécies, duas
subespécies, dois hibridos, uma variedade e uma forma (totalizando 48 taxons)
foram estudadas do ponto de vista fitoquimico, sendo identificadas um total de 197
substancias diferentes com 988 reportes. Na Figura 3, é apresentado um screenshot
da tela do ChemEsp. O banco de dados em sua totalidade se encontra disponivel
eletronicamente em formato .sdf, o qual € representado em forma de uma tabela que
apresenta mudltiplas estruturas quimicas, sendo compativel com o software
MarvinView. Tal formato, além de permitir a visualizacdo das informacdes contidas
no banco individualmente (Figura 4) ou em forma de planilha (Figura 3), permite
gerar estruturas em 3D (Figura 4), além do calculo de diversos descritores
estruturais como pKa, Log P, ponto isoelétrico, carga, polarizabilidade, estruturas
ressonantes e grupos aceptores e doadores de ligagdes de hidrogénio, entre outras.

Este banco de dados, além de ter sido empregado para propositos de
desreplicacdo no nosso grupo de pesquisas, pode ser utilizado em futuros estudos
quimioinformaticos envolvendo as estruturas quimicas presentes nele para
desenvolver estudos de virtual screening, docking molecular, relacdo quantitativa
estrutura-atividade (QSAR) ou relacdo quantitativa estrutura-tempo de retencédo
(QSRR) em diversos sistemas cromatogréaficos, etc. Futuramente pretende-se
disponibilizar este banco de dados para toda a comunidade cientifica em paginas da

internet.
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Figura 3. Screenshot da tela do banco de dados ChemEsp no software MarvinView.
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Species: Espeletia killipii Cuatrec.

Country of Origin: Colombia

Country of Collection: Colombia

Locality of Collection: Piramo de Chingaza (3000m.s.n.m.) Cundinamarca
Voucher: Herbario Nacional Colombiano 321751

Plant organ: Aerial Parts
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Figura 4. Visualizacdo de estrutura quimica individual em 2D com informacoes
especificas (acima) e sua estrutura quimica em 3D com potenciais grupos aceptores
(A) e doadores de ligacdes de hidrogénio (abaixo), empregando-se o software
MarvinView.
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4.2 Revisdo da quimica de Espeletiinae

A principal classe de metabodlitos secundéarios presentes na subtribo
Espeletiinae corresponde aos terpendides, representando 87% das substancias
identificadas (Figura 5). Dentre elas, os sesquiterpenos (32%), diterpenos (25%) e
monoterpenos (25%) correspondem as subclasses de metabdlitos mais comumente
descritas com 63, 50 e 49 substancias, respectivamente. Outras classes como
flavonoides (2%) e lactonas sesquiterpénicas (1%) foram identificadas em menores

proporc¢des (Figura 5).

Alcanose Lactonas Qutras classes
sesquiterpénicas ) 6%
9

acetilenos

4%Flavonoides
2%

Triterpenos
5%

Figura 5. Classes de metabdlitos secundarios descritas na subtribo Espeletiinae.

De acordo com os dados da literatura, os diterpenos do tipo caurano
representam o tipo estrutural mais comum de metabdlitos na subtribo Espeletiinae.
Tais substancias, consideradas de valor quimiotaxondmico em Espeletia
(ALVARENGA et al., 2005), tém uma ampla distribuicdo na subtribo, sendo descritas
em 46 dos 48 taxons estudados do ponto de vista fitoquimico. As espécies Espeletia
argentea Humb. & Bonpl. e E. pycnophylla Cuatrec., sdo as Unicas onde este tipo de
metabolitos néo foi encontrado (PADILLA-GONZALEZ et al., submetido).
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De acordo com Padilla-Gonzalez et al. (submetido) a classificagdo dos
géneros Ichthyothere e Smallanthus (Asteraceae — Millerieae) como grupos irmaos
da subtribo Espeletinae com base em diversos marcadores moleculares
(RAUSCHER, 2002) é suportada pela quimica do seu metabolismo secundario
considerando a similitude na composicdo quimica entre ambos o0s grupos de

espécies.

Uma analise por HCA efetuada com os dados da literatura no software R
permitiu identificar dois agrupamentos com base na similitude da composi¢ao
quimica das espécies (Figura 6). O primeiro (em azul) contendo espécies
principalmente de origem colombiana e o segundo (em vermelho) contendo espécies
todas de origem venezuelana, resultado que concorda com a filogenia atual da
subtribo baseada em diferentes caracteres moleculares (DIAZGRANADOS, 2012).
No entanto, € importante ressaltar que 13 espécies de origem venezuelana foram
agrupadas junto com as espécies de origem colombiana no primeiro agrupamento
(em azul, Figura 6), possivelmente devido aos poucos dados sobre metabdlitos
secundarios na maioria delas (PADILLA-GONZALEZ et al., submetido). Tal hipotese
foi confirmada no atual estudo, ja que com base em dados metabolémicos, ndo so
se atingiu um melhor agrupamento das espécies de acordo com seu pais de origem,
mas também a espécie Espeletia tenorae Aristeg, agrupada erroneamente no
dendograma obtido com dados da literatura, foi agrupada corretamente com base

nos dados metabolémicos.

Os resultados deste trabalho foram apresentados na 4" Brazilian Conference
on Natural Products - 2013 (PADILLA-GONZALEZ et al., 2013) e submetidos em

2014 para publicagdo na modalidade de artigo de reviséo.
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Figura 6. Analise hierarquica de clusters (HCA) da subtribo Espeletiinae obtida com
0s metabdlitos secundérios descritos na literatura. Em azul, espécies principalmente
de origem colombiana; em vermelho, espécies de origem venezuelana. Abreviacdes
dos géneros: Ca., Carramboa; Co., Coespeletia; E., Espeletia; Es., Espeletiopsis; L.,
Libanothamnus; R., Ruilopezia; T., Tamania; P., Paramiflos.
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4.3 Impresséao digital metabodlica e andlise estatistica multivariada
4.3.1 Analise de extratos frescos e secos

A analise qualitativa dos cromatogramas e espectros de massas dos extratos
frescos e secos, obtidos a partir da analise por UHPLC-UV-MS das cinco espécies
descritas na Tabela 1, permitiu determinar que o processo de secagem dos extratos
influencia a composi¢do quimica dos mesmos. Considerando que n&o sO houve
variacdo na intensidade de alguns picos, como também em alguns casos picos
Nnovos surgiram nos cromatogramas obtidos a partir dos extratos secos (setas
vermelhas, Figuras 7-13), indicando uma possivel degradacdo das substancias
presentes nos extratos frescos ou formacéo de artefatos. Por exemplo, na amostra A
surgiu um pico em 9,41 min apGs a secagem no SpeedVac (seta vermelha, Figura
12). Esse pico esta também presente na amostra seca no fluxo de ar comprimido
(seta vermelha, Figura 7), com tempo de retencéo de 8,27 min. Cabe ressaltar que
apos a andlise detalhada do espectro de massas do pico intenso que surgiu na
amostra A em aprox. 21 min, apds secagem no fluxo de ar e no SpeedVac (Figuras
7 e 12, respectivamente), concluiu-se que tal pico corresponde ao etileno glicol por
apresentar um espectro de massas caracteristico de um polimero com perdas
sucessivas de 44 m/z. O etileno glicol € um contaminante comum em espectrometria
de massas e acredita-se que tal substancia tenha vindo do tubo Eppendorff,
considerando que no processo de secagem o extrato ficou em contato com este tubo

por tempo prolongado e no caso do SpeedVac com aquecimento de 40 °C.

Além das analises qualitativas, analises estatisticas multivariadas né&o
supervisionadas como PCA e HCA foram efetuadas no software The Unscrambler X.
Nessas andlises, os dados gerados pelo UHPLC-UV-MS foram tratados no software

Mzmine segundo a metodologia descrita no item 3.4 e no Apéndice Il.
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Figura 13. Cromatograma da amostra E, extrato fresco (acima)
e seco no SpeedVac (abaixo).

25



26

Na andlise por HCA dos extratos frescos (Figura 14) observa-se que o
agrupamento das espécies com base nos seus constituintes quimicos concorda com
a analise por PCA (Figura 15A) e com a origem geografica das mesmas (Figura
15B), onde as espécies E. grandifiora e E. barclayana (amostras A e B,
respectivamente) de origem colombiana se agruparam juntas numa distancia de
agrupamento de 5, mesmo como as espécies E. jajoensis e E. schultzii (amostras D
e E) de origem venezuelana (distancia de agrupamento de 8). A espécie E.
frontinoensis (amostra C) também de origem colombiana, porém proveniente de
outro estado (Tabela 1), agrupou-se sozinha com a maior distancia de agrupamento.
Na analise por HCA a distancia de agrupamento das observacdes corresponde ao
grau de similaridade entre as mesmas. Logo, neste caso, distancias de agrupamento
menores indicam uma alta similaridade na composicdo quimica das espécies e a
medida que esta distdncia aumenta, aumenta também o grau de divergéncia na

composicdo quimica das mesmas.

1 2 3 4 5 5 7 g 9 10
Relative distance

Figura 14. Andlise hierarquica de clusters (HCA) do extrato fresco de cinco espécies
do género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). (A) E.
grandiflora, (B) E. barclayana, (C) E. frontinoensis, (D) E. jajoensis, (E) E. schultzii.
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Figura 15. A. Score plot da andlise por componentes principais (PCA) de cinco espécies do género Espeletia analisadas por
UHPLC-UV-MS (modo negativo). (A) E. grandiflora, (B) E. barclayana, (C) E. frontinoensis, (D) E. jajoensis, (E) E. schultzii; B.
Mapa de distribuicdo geogréfica das cinco espécies acima mencionadas (Adaptado de DIAZGRANADOS, 2012).
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Ao comparar o resultado do HCA do extrato fresco (Figura 14) com o HCA do
extrato seco no fluxo de ar (Figura 16), observa-se que houve diferencas no
agrupamento das espécies, jA que nesta Ultima andlise a espécie E. frontinoensis
(amostra C), de origem colombiana, formou um cluster com E. jajoensis (amostra D),
de origem venezuelana, enquanto a amostra E (E. schultzii), também venezuelana,

ficou afastada dos dois clusters observados.

1 2 3 4 & & 7 8 9 10
Relative distance

Figura 16. Analise hierarquica de clusters (HCA) do extrato seco no fluxo de ar
comprimido de cinco espécies do género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS
(modo negativo). (A) E. grandiflora, (B) E. barclayana, (C) E. frontinoensis, (D) E.
jajoensis, (E) E. schultzii.

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram concluir que o processo de
secagem dos extratos altera a composicdo quimica dos mesmos de forma
significativa, levando a agrupamentos diferentes. Logo, na obtencdo da impresséo
digital metabdlica das 120 amostras de Espeletia foram analisados somente os
extratos frescos a fim de evitar uma possivel mudan¢a na sua composicao quimica

gerada pelo processo de secagem.

4.3.2 Anédlise de tricomas

A analise por HCA dos tricomas das cinco espécies ja descritas (Figura 17)
permitiu obter resultados semelhantes aos das analises dos extratos frescos (Figura
14), onde as espécies se agrupam de acordo com sua origem geografica (Figura

15B). Porém, na analise dos tricomas, as espécies se agruparam numa distancia
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muito menor quando comparada a distancia de agrupamento dos extratos frescos.
Por exemplo, as espécies E. grandiflora e E. barclayana (amostras A e B,
respectivamente) formaram um cluster numa distancia de agrupamento de
aproximadamente dois (Figura 17), enquanto as mesmas espeécies se agruparam
numa distancia superior a quatro na andalise dos seus extratos frescos (Figura 14).
Igualmente as espécies E. schultzii e E. jajoensis (amostras D e E, respectivamente)
se agruparam numa distdncia menor na analise dos seus tricomas quando

comparadas as analises dos seus extratos frescos.

0 1 2 3 4 5 [ 7 & ] 10
Relative distance

Figura 17. Andlise hierarquica de clusters (HCA) dos tricomas de cinco espécies do
género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). (A) E. grandiflora,
(B) E. barclayana, (C) E. frontinoensis, (D) E. jajoensis, (E) E. schultzii.

O fato das amostras ndo s6 terem mantido a correlagdo com sua origem
geogréfica na analise dos seus tricomas, mas também terem se agrupado mais
proximamente do que nas andlises dos extratos frescos, indica que possivelmente
as substancias responsaveis pelo agrupamento das espécies de acordo a sua
origem geografica estdo presentes principalmente nos tricomas dessas espécies e
nao nas folhas. Este resultado € confirmado pela analise por HCA das folhas sem
tricomas das mesmas espécies (Figura 18), onde se observa que ao excluir as
substancias presentes nos tricomas é perdida a correlagdo com a origem geografica

das mesmas. Nessa analise, observa-se também que embora as amostras A e B
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tenham se agrupado juntas, a distancia do seu agrupamento foi ainda maior do que

na andlise dos seus extratos frescos (Figura 14).

] 1 2 3 4 5 B 7 8 g 10
Relative distanca

Figura 18. Analise hierarquica de clusters (HCA) das folhas sem tricomas de cinco
espécies do género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). (A) E.
grandiflora, (B) E. barclayana, (C) E. frontinoensis, (D) E. jajoensis, (E) E. schultzii.

A andlise por OPLS-DA dos tricomas e das folhas sem tricomas permitiu nao
s6 confirmar que existem diferencas na composicdo quimica de ambas as partes
das plantas (Figura 19), mas também identificar as substancias correlacionadas com
cada agrupamento (Tabelas 2 e 3). Nos tricomas, as principais substancias
responsaveis pelo agrupamento das espécies foram diferentes flavonoides, todos
eles derivados da quercetina, incluindo sua forma 3-metoxilada e 3-glicosilada, além
da quercetina-3-O-(6-O-cafeoil)-galactosideo (Tabela 2). Na andlise das folhas sem
tricomas (Tabela 3) observa-se que as principais substancias correlacionadas foram
diferentes acidos clorogénicos, incluindo o acido 5-O-(E)-cafeoilquinico e dois
isémeros do &cido dicafeoilquinico (acido 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinico e acido 4,5-di-
O-(E)-cafeoilquinico), identificados mediante coinjecdo com padrées. Além disso,
varios diterpenos derivados do acido ent-caurenoico, substancia comum na subtribo
Espeletinae (PADILLA-GONZALEZ et al., submetido), foram também identificados.
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Figura 19. Score plot da analise por OPLS-DA dos tricomas (em verde) e das folhas
sem tricomas (em azul) de cinco espécies do género Espeletia analisadas por
UHPLC-UV-MS (modo negativo). (A) E. grandiflora, (B) E. barclayana, (C) E.

frontinoensis, (D) E. jajoensis, (E) E. schultzii.

Tabela 2. Principais substancias presentes nos tricomas de cinco espécies do
género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS, de acordo com o modelo por

OPLS-DA.
ID VIP m/z tf‘ Formula IDH Classe Substéancia provével
(min) molecular
1 13.65 317.0658 10.94 CHi20O; 11  Flavonoide 3-Metoéxiquercetina*
555 10.38 465.1034 7.95 C,H,,0,, 12 Flavonoide Quercetina-3-O-galactosideo*
28 8.95 303.0500 10.41 CisH;00; 11 Flavonoide Quercetina*
S Flavonoide
= 1235 7.68 611.1401 10.12 C3H,0:.4 18 Flavonoide S
2 diglicosilado
& 4 701 617.0934 14.18 CayHyOu 22 Flavonoide 8,8"-Metileno
bisquercetina
1128 578 627.1351 9.28 CagHpOis 18 Flavonoide (Quercetina-3-O-(6-O-cafeoi)-
galactosideo
1 10.20 315.0510 10.9 Cy4Hi20; 11 Flavonoide 3-Metoéxiquercetina*
3 951 301.0360 10.4 CisH00; 11 Flavonoide Quercetina*
° 76 8.65 463.0890 7.95 C,H,;0,, 12 Flavonoide Quercetina-3-O-galactosideo*
2 229 679 609.1260 10.1 CaHxO:s 18 Flavonoide Flavonoide
< ' ' ' 30712014 diglicosilado
q) . _ _ _ _ _ . _
Z 118 629 6251210 927 CaxHxOis 18 Flavonoide Quercetina-3-0-(6-O-cafeoil)
galactosideo
4 516 6150790 142 CgHxOw 22 Flavonoide 8,8"Metileno

bisquercetina

* Substancia confirmada por coinjecdo com padréo.
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A presenca de flavonoides aparentemente s6 nos tricomas e néo nas folhas
de Espeletia sugere um possivel papel adaptativo dessas substancias como
mecanismo de protecdo contra os altos niveis de radiacéo ultravioleta caracteristicos
dos paramos, considerando que as flavonas e os flavondis absorvem eficientemente
radiacdo UV. Estudos prévios tém descrito que sua acumulacdo em células
epidermais apds serem expostas a altos niveis de radiacdo indica uma possivel
funcdo como “escudos” protetores dos tecidos fotossintéticos internos (VAN TUNEN
et al.,, 1988; SCHMELZER et al., 1988; KOES et al.,, 1994). No entanto, ainda séo

necessarios estudos mais detalhados para confirmar esta hipétese em Espeletia.

Tabela 3. Principais substancias presentes nas folhas sem tricomas de cinco
espécies do género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS, de acordo com o
modelo por OPLS-DA.

D VIP m/z tr Formula

i IDH Classe Substéncia provével
(min) molecular
84 11.42 517.1346 8.67 CpHyuOr 14 Acido Acido 3,4-di-O-(E)-
clorogénico cafeoilquinico*
. Acido ent-12-oxocauro-9(11),16-
'g 5 10.70 315.1957 14.75 CyHy0O3 8 Diterpeno dien-18-0ico
44 810 301.2164 18.84 CyuHpxp0, 7 N.1. N.1.
o ‘o
O 33 652 333.2059 10.46 CyoHpOs 7 Acido N.I.
clorogénico
168 5.64 517.1344 9.16 CpHpOpp 14 Acido Acido 4,5-di-O-(E)-
clorogénico cafeoilquinico
9 17.95 515.11967 8.67 CosHpOrp 14 Acido Acido 3,4-di-O-(E)-
clorogénico cafeoilquinico
52 13.13 515.11987 6.25 CosHpOp 14  ACIO Isomero do acido
clorogénico dicafeoilquinico
228 11.97 353.0880 0.85 CyeHig0s 8 Acido Acido 5-O-(E)-cafeoilquinico*
clorogénico
. Acido ent-12-hidroxicauro-
O 61 9.81 315.1970 15.50 CyoH»505 7 Diterpeno 9(11),16-dien-18-oico
2 55 950 51511964 9.17 CoshrOy, 14 Acido Acido 4,5-di-O-(E)-
< clorogénico ) cafeoilquinico
() i - - - -
Z 75 867 3131810 14.80 CyHxOs 8  Diterpeno /'¢1do ent-12-oxocauro-9(11),16
dien-18-oico
124 6.58 327.2180 12.05 CigH3,0¢ 3 Diterpeno N.1.
48 6.21 347.0590 9.95 Cy;3Hi0;; 6 N.1. N.1.
162 6.03 559.1100 7.62 CpHpO1s 15 Acido N.I.
clorogénico
211 550 299.2020 21.80 CyoH»30, 7 N.1. N.1.
227 5.35 331.1920 12.30 CyoHy504 7 Diterpeno Possivel acido hautriwaico
181 5.29 315.1970 17.06 C,oH»504 7 Diterpeno N.I.

* Substancia confirmada por coinjecdo com padrao; N.I. ndo identificada.
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Cabe ressaltar que embora a quimica do metabolismo secundario de
espécies do género Espeletia tenha sido estudada durante os ultimos 45 anos, este
corresponde ao primeiro estudo fitoquimico do género, e da subtribo Espeletiinae,

onde foi analisada a composi¢ao quimica dos tricomas separadamente das folhas.

4.3.3 Anédlise dos 120 taxons de Espeletia

O método cromatografico descrito no item 3.4, empregado na obtencédo da
impressao digital metabolica dos 120 taxons de Espeletia, permitiu a obtencdo de
bons perfis cromatogréficos tanto no modo negativo (Figura 20), quanto no modo
positivo (ndo apresentado), considerando que os constituintes quimicos de todas as

espécies estdo bem distribuidos por todo o cromatograma (Figura 20).
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Figura 20. Cromatogramas de ions totais (TIC) sobrepostos de 120 amostras do
género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo).

Apbs a obtencdo dos dados cromatogréaficos e espectroscopicos, 0S mesmos
foram exportados e tratados no software MZmine segundo os parametros descritos
no Apéndice Il. Posteriormente, os dados foram tratados numa planilha do Excel
para subtrair os picos presentes na amostra branco, além de gerar outra matriz
(matriz 2) com dados binarios (presenca/auséncia) empregada também nas analises
estatisticas efetuadas no software SIMCA P. Este procedimento foi realizado com os

dados obtidos nos modos positivo e negativo separadamente.

A analise por PCA foi efetuada informando ao sistema o pais de origem das
espécies como variavel “classe”, a fim de facilitar a visualizacdo e interpretacdo dos

resultados. Neste tipo de analises ndo supervisionadas, tal procedimento nao
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interfere no agrupamento das espécies, diferente das andlises supervisionadas onde
0 pais de origem das espécies foi considerado como variavel resposta (variavel Y).
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Figura 21. Score plot da analise por componentes principais (PCA) de 120 amostras
do género Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Paises de
origem das espécies indicados em diferentes cores.

Na andlise por PCA dos dados obtidos no modo negativo (Figura 21),
observa-se que a maioria das espécies de origem venezuelana tém uma correlacao
negativa com o primeiro componente principal, ficando agrupadas na parte esquerda
do gréfico, enquanto as espécies colombianas estdo espalhadas em todos 0s eixos,
sugerindo uma composicdo quimica mais heterogénea. Das 120 amostras
analisadas nenhuma foi identificada como outlier, caracterizados por ficarem longe
da elipse (Hotelling’s T2) que indica a regido definida com 98% de confianca da
variacdo do modelo. Na PCA dos dados obtidos no modo positivo se obtiveram
resultados semelhantes onde a maioria das espécies de origem venezuelana se

agruparam juntas na parte esquerda do grafico (dados nao apresentados).

A andlise por HCA (Figura 23) corrobora os resultados obtidos na PCA, além
de permitir a visualizacdo de varios dados de origem geografica, nome cientifico e
distancia de agrupamento (informada como numeros nas linhas de bifurcacdo do
dendograma) entre cada espécie e cluster. Nessa analise, as quatro réplicas da

amostra 34 (caixa A, Figura 23) se agruparam juntas, sugerindo uma boa



35

reprodutibilidade e confiabilidade das andlises cromatogréficas, o que € conferido na
sobreposicao dos cromatogramas das mesmas amostras (Figura 22).
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Figura 22. Cromatogramas de ions totais (TIC) sobrepostos das quatro réplicas da
amostra 34 analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). (Ver cédigos das
amostras no apéndice ).
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Na analise por HCA se observa certa correlacdo com a origem geogréfica das
espécies, onde a maioria das espécies de origem venezuelana se agruparam juntas,
formando dois principais agrupamentos no meio do dendrograma (caixas B e C,
Figura 23), indicando uma alta similaridade na composicdo quimica dessas
espécies. No entanto, quatro espécies de origem venezuelana, E. cuniculorum (35),
E. semiglobulata (103), E. ulotricha (117) e E. schultzii x E. jajoensis (100), se
agruparam em clusters compostos principalmente por espécies de origem

colombiana.

Além do agrupamento das espécies de acordo com seu pais de origem,
observa-se que houve também um agrupamento um pouco menos evidente de
acordo com o estado em que cada espécie foi coletada. Por exemplo, no cluster
venezuelano (caixa B, Figura 23), ha dois principais agrupamentos correspondentes
as espécies do estado de Mérida e Trujillo, enquanto a Unica espécie do estado de
Barinas (Espeletia nana (77)) se encontra afastada destes dois agrupamentos
(Figura 23). O agrupamento das espécies colombianas foi um pouco mais
heterogéneo.

E importante mencionar que no dendograma gerado (Figura 23) as réplicas
nao se agruparam juntas em todos os casos, ja que em alguns deles diferentes
individuos da mesma espécie coletados na mesma época e area geografica
mostraram variagdo. Este resultado é anélogo aos resultados obtidos em diversos
estudos moleculares da subtribo Espeletinae, onde se encontrou que a mesma
espécie pode apresentar variacdo ou diferentes espécies podem apresentar a
mesma sequéncia de alinhamento para alguns marcadores moleculares levando a
conflito (RAUSCHER, 2002; SANCHEZ, 2005; DIAZGRANADOS, 2012). Por
exemplo, na arvore filogenética da subtribo Espeletiinae construida com base nos
marcadores ITS, ETS, e rpll6 (Figura 1, Anexo |), observa-se que diferentes
individuos da mesma espécie, como E. boyacensis 3654 e E. boyacensis 3650,
mesmo como E. pescana 3652 e E. pescana 3659, apresentam variabilidade para os

marcadores moleculares empregados.

Este resultado pode ser devido também a diferentes fatores externos, por
exemplo, de tipo ambiental, j& que a presenca de pragas como insetos ou

microrganismos patdgenos pode induzir uma mudanca na composi¢cao quimica das
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plantas como mecanismo de defesa (WINK, 2003, 2006). Logo, se individuos da
mesma espécie estiverem submetidos a diferentes pressdes externas, podem
acabar divergindo significativamente na sua composi¢cdo quimica. Portanto, s&o
necessarios estudos mais aprofundados para corroborar se a variagdo quimica
intraespecifica em Espeletia é devida a fatores externos ou se a quimica do
metabolismo secundario deste género apresenta 0 mesmo padrdo de variabilidade

intraespecifica observado com marcadores moleculares.

4.4 Analise de correlagéo in silico
4.4.1 Correlacdo com dados biogeograficos

A correlagdo com dados biogeograficos foi realizada mediante uma andlise
supervisionada por OPLS-DA no software SIMCA P, com a finalidade de determinar
se existem diferencas na composicdo quimica das espécies de acordo com sua
origem geografica, além de identificar as variaveis (metabdlitos) correlacionadas com
0 agrupamento das espécies em cada cluster. Nesta andlise se empregaram as
duas matrizes de dados descritas anteriormente (matriz 1: varidveis continuas e
matriz 2: varidveis binarias) para a deteccdo em cada polaridade (modo positivo e

negativo) de acordo com os objetivos descritos no item 3.6.

Na andlise por OPLS-DA da matriz 1 do modo negativo (Figura 24) foi obtido
um melhor agrupamento das espécies de acordo com sua origem geografica quando
comparada a andlise por PCA ou HCA (Figuras 21 e 23, respectivamente), ja que
nenhuma espécie de origem venezuelana foi agrupada junto com as espécies

colombianas e vice-versa.

Este resultado indica que realmente existem diferencas na composicao
quimica das espécies de acordo com seu pais de origem, considerando que o
modelo por OPLS-DA descreveu 96% da variabilidade na resposta Y (pais de
origem) (R?Y=0,96), indicando uma excelente representacdo dos dados, além de
conseguir predizer 80% da variabilidade na resposta Y (Q?=0,80). O valor de Q?
obtido por validacao cruzada, é um dos critérios mais populares de validacdo onde o
conjunto de dados é dividido em n partes (folds) iguais (sete no SIMCA P 13.0) e o
sistema escolhe n-1 partes como conjunto de treino e uma como conjunto de teste, n
vezes de forma independente. Logo, no SIMCA P, cada parte € usada uma vez

como conjunto de teste e seis vezes no conjunto de treino. Finalmente, a média dos
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sete testes corresponde ao valor de Q? (WAGNER et al., 2007; XIE et al., 2011).
Resultados similares foram obtidos na analise do modo positivo, onde as espécies
da Colébmbia e da Venezuela formaram dois clusters independentes (dados nao
apresentados). Nessa analise foram atingidos valores 6timos de R? (R>Y=0,89) e Q2

(Q?Y=0,75), confirmando os resultados obtidos na anélise do modo negativo.
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Figura 24. Score-plot da anélise por OPLS-DA de 120 amostras do género Espeletia
analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Paises de origem das espécies
indicados em diferentes cores.

O modelo por OPLS-DA permitiu também determinar as variaveis
correlacionadas com os agrupamentos observados mediante a andlise dos seus
valores de VIP (Variable Importance in the Projection), 0os quais expressam a
importancia que tem cada variavel tanto para explicar X quanto na correlacdo com Y,
junto como a analise do S-plot (Figura 25) e os intervalos de confianca do Loadings
plot (ndo apresentado) calculados pelo estimativo de Jack-knife (Equacgao 3), o qual
€ uma técnica de re-amostragem estatistica em que cada observacao € excluida
uma vez da andlise e a média dos calculos obtidos é considerada tal estimativo
(SEVERIANO et al., 2011).

Brnce = — D (0

i=1

Equacéo 3. Estimativo de Jack-knife.
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Esta técnica permite determinar a significAncia estatistica das variaveis
selecionadas e, junto com a analise do S-plot e o valor de VIP, permite ter uma
confianca maior na determinacédo das variaveis mais importantes na separacao dos
grupos (SIMCA P tutorial). Neste estudo foram consideradas apenas as variaveis
com valor VIP >3,0 (em vermelho, Figura 25), a fim de identificar apenas aquelas

gue estivessem influenciando o agrupamento em maior medida.
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Figura 25. S-plot da analise por OPLS-DA de 120 amostras do género Espeletia
analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Em vermelho as variaveis
correlacionadas (VIP>3,0) com o agrupamento das espécies em cada pais. NUmeros
indicando o ID das principais variaveis discriminantes.

Nas Tabelas 4 e 5 sdo apresentadas as variaveis correlacionadas com o
agrupamento das espécies em cada cluster (colombiano e venezuelano), além do
valor de VIP e o0 nome das substancias desreplicadas, nos casos em que foi possivel
fazer a desreplicacdo das mesmas. Adicionalmente, outras informac6es como o
valor de m/z, tempo de retencdo, indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) e classe

quimica com base no perfil de UV de cada substancia, também sao fornecidas.

Na Tabela 4, observa-se que as principais substancias correlacionadas com o
agrupamento das espécies no cluster colombiano correspondem a flavonoides
metoxilados, dois quais se destacam a 3-metoxiquercetina, a hesperetina, e a 8,8"-
metilenobisquercetina (Tabela 4) observadas tanto no modo positivo, quanto no
modo negativo, além de outros flavonoides e acidos clorogénicos néo identificados.

A 3-metoxiquercetina foi a principal substancia discriminante do cluster colombiano,
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de acordo com seu valor de VIP e posicdo no S-plot (ID 1, Figura 25). Este
flavonoide foi identificado previamente como o componente majoritario dos tricomas
de Espeletia (Tabela 2), confirmando os resultados obtidos nas andlises anteriores,
onde se descreveu que as substancias presentes nos tricomas sao as principais
responsaveis do agrupamento das espécies de Espeletia de acordo com sua origem

geografica.

Tabela 4. Principais substancias correlacionadas com o agrupamento das espécies

do género Espeletia no cluster colombiano (VIP>3.0) e sua desreplicacgéo.

tr Formula a .
ID VIP m/z (min) molecular IDH Classe Substéncia provéavel
1 21.71 317.0655 10.96 CysH,0O; 11 Flavonoide 3-Metoéxiquercetina*
5 12.43 617.0922 14.19 Cj;Hy00.4 22 Flavonoide 8,8"-Metilenobisquercetina
104 5.70 303.0859 12.96 C;5H140¢ 10 Flavonoide Hesperetina
o 70 455 917.1184 15.67 - - Flavonoide NI
=] Acido
@ 12 439 565.1185 952 Cy;H,,05 14 clorogénico NI
O 19 4.03 479.1182 865 CynHxp0p 12 Flayonoide Isoramnetina-3-glicosideo
201 340 5731026 1311 CaoHpOnp 21 GO NLI.
clorogénico
68 3.27 603.0767 13.71 C3H,,0;; 21 Flavonoide N.I.
1 17.21 315.0510 11.01 Cy4H;20; 11  Flavonoide 3-Metoxiquercetina*
32 966 6951255 10.05 CgHpOry 20 IO Isdmero do acido
clorogénico tricafeoilaltrarico
6 7.47 615.0782 14.20 Cg3Hy0014 22 Flayonoide 8,8"-Metilenobisquercetina
o 23 470 9151058 15.65 . . Acido NI
2 clorogénico
8 179 4.64 301.0717 12.98 Cy6H1406 10 Flavonoide Hesperetina
2 71 376 453.0463 10.36 CpH1401; 16 N.I. NI
21 3.67 571.0884 13.14 C3H, 0, 21 N.I. NI
25 354 603.0787 12.34 C3H»0O14 21 Flavonoide N.1.
15 3.40 587.0834 13.74 C3H»,0413 21 Flayonoide N.I.
1296 3.07 6951254 958 CagHpOp 20 2¢O Isémero do acido
clorogénico tricafeoilaltrarico

* Substancia confirmada por coinje¢cdo com padrao; N.l.: ndo identificada.

As principais substancias correlacionadas com o agrupamento das espécies
no cluster venezuelano (Tabela 5) foram flavonoides glicosilados como a quercetina-
3-O-galactosideo, cuja presenca nos extratos foi confirmada por coinjecdo com
padrdo, além da quercetina-3-O-(6-O-cafeoil)-galactosideo e a quercetina-3-O-
arabinosideo. Tais substancias apresentam uma alta correlagdo em ambos o0s
modos de ionizagdo e foram igualmente identificadas como constituintes majoritarios
dos tricomas de Espeletia (Tabela 2). Além disso, outro flavonoide presumivelmente
diglicosilado (ID 195, Tabela 5) apresenta também uma alta correlacdo com este

agrupamento.
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Tabela 5. Principais substancias correlacionadas com o agrupamento das espécies
do género Espeletia no cluster venezuelano (VIP>3.0) e sua desreplicagao.

tr

Formula

ID VIP m/z : IDH Classe Substancia provavel
(min) molecular
195 16.06 611.1391 10.10 Cj3yH5014 18 Flavonoide Flavonoide diglicosilado
173 14.19 465.1027 7.94 CuHxO 12  Flavonoide Quercetina-3-O-
o galactosideo
;E 34 6.81 301.2159 16.23 C,H»50, 7 N.1. N.1.
[%2) .

o . Quercetina-3-0-(6-0O-
a 3608 6.05 627.1341 9.31 C3gHy015 18 Flavonoide cafeoil)-galactosideo
221 440 435.0919 834 CyHiOi; 12 Flavonoide Quercetin- 3-O-

arabinosideo
163 13.12 463.0882 807 CuHxO 12  Flavonoide Quercetina-3-O-
galactosideo
221 13.36 609.1252 10.11 C3pH»6014 18 Flavonoide Flavonoide diglicosilado
. Quercetina-3-0-(6-0O-
é 169 9.00 625.1202 9.38 C3yHx015 18 Flavonoide cafeoil)-galactosideo
8 168 536 635.1618 7.86 - - Flavonoide N.1.
Q) F4 . . ’ .
Z 13 491 5151103 654 CuHwOnp 14 Acido Derivado do acido
clorogénico dicafeoilquinico
225 463 7711779 9.28 - - Flavonoide N.1.
181 423 433.0775 833 CyHiOyn 12 Flavonoide Quercetina-3-O-

arabinosideo

* Substancia confirmada por coinje¢do com padréo; N.l. ndo identificada.

Na andlise por OPLS-DA da matriz 2 (Figura 26) em que as areas dos picos
foram transformadas em varidveis binarias (presenca/auséncia) se obtiveram
resultados semelhantes aos observados na analise anterior (Figura 24), onde foram
consideradas como variaveis continuas. Nesta analise sdo observados também dois
agrupamentos correspondentes ao pais de origem das espécies, e similar a analise
da matriz 1, as espécies E. schultzii x E. jajoensis (100) e E. ulotricha (117) foram as
duas espécies de origem venezuelana mais proximas do cluster colombiano. Nesta
anélise se obtiveram também valores adequados de R? (R?Y=0,93 modo negativo e
R*Y=0,96 modo positivo) e Q% (Q*Y=0,65 e 0,68 no modo negativo e positivo,

respectivamente), os quais resultam proximos aos obtidos na anélise da matriz 1.

Apesar da similaridade entre os resultados da andlise das matrizes 1 e 2,
(Figuras 24 e 26, respectivamente) diferentes varidveis foram identificadas como
discriminantes de cada agrupamento (Tabelas 6 e 7), indicando que a quimica do
metabolismo secundario das espécies da Venezuela e da Coldmbia difere ndo sé
guantitativamente nos metabdlitos produzidos pelas espécies de acordo com seu
pais de origem, mas também qualitativamente na presenca de determinados

metabdlitos Unicos para cada agrupamento.
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Figura 26. Score-plot da andlise por OPLS-DA de 120 amostras do género Espeletia
analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo), com areas dos picos transformadas
em variaveis binarias. Paises de origem das espécies indicados em diferentes cores.

Tabela 6. Principais substancias correlacionadas com o agrupamento das espécies
do género Espeletia no cluster colombiano (VIP>3.0) e sua desreplicagéo (matriz 2).

D VIP miz te  Formula ., Classe Substancia
(min) molecular provavel
2388 3.93 633.0873 12.64 - - N.I. N.I.
3123 3.88 901.1239 16.16 - - N.I. N.I.
1838 3.77 527.1189 11.34 CyH»0,, 16 Flavonoide N.1.
S 1134 3.69 743.1812 12.28 - - N.I. N.1.
1}% 2135 3.68 931.1351 12.79 - - N.I. N.1.
ch 1142 3.53 809.1705 13.54 - - N.I. N.I.
468 3.52 931.1345 13.50 - - N.I. N.I.
2637 3.28 931.1355 16.17 - - N.I. N.I.
131 3.19 865.1454 12.36 Flavonoide N.I.
619 3.08 537.1243 9.07 CyH»,0q4 13 N.I. N.I.
831 442 697.1775 12.29 - - N.I. N.I.
o 694 4.02 807.1575 13.53 - - N.I. N.1.
> 2021 395 633.0894 11.78 - - N.I. N.1.
*g 127 3.61 769.1047 10.49 - - Flavonoide N.1.
% 1474 3,55 929.1216 12.79 - - ) N.I. N.1.
1276 3.08 1373.6608 15.64 - - Acido clorogénico N.I.
529 3.07 825.0956 14.72 - - N.I. N.I.

N.l.: ndo identificada.
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Tabela 7. Principais substancias correlacionadas com o agrupamento das espécies
do género Espeletia no cluster venezuelano (VIP>1.8) e sua desreplicacdo (Matriz
2).

tr Formula Substéancia
ID vip m/z (min) molecular IDH Classe provavel

é 599 2.89 911.1667 12.03 - - Acido clorogénico N.1.
= )

g 206 1.80 627.1340 9.88 C3H,s0i5 18  Acido clorogénico N.I.
o 168 462 6351618 7.86 - - Flavonoide N.I.
-% 1328 2.80 641.1518 10.77 - - N.I. N.I.
2 271 240 776.1420 9.00 - - Acido clorogénico N.I.
Z 240 232 359.0770 0.58 C1gH160g - Flavonoide N.I.

N.l.: ndo identificada.

Ressalta-se que o flavonoide com m/z 635.1618 (ID 168) foi discriminante do
cluster venezuelano, tanto na matriz com dados binarios quanto na matriz com
dados continuos (Tabela 5), indicando que as espécies da Venezuela ndo s6 o
biossintetizam em elevadas quantidades, mas também que o mesmo é exclusivo
desse grupo de espécies. Isto foi conferido na matriz inicial onde se observou que

efetivamente este flavonoide esta ausente em todas as espécies colombianas.

Além do agrupamento das espécies de acordo com seu pais de origem
(Figuras 24 e 26), foram efetuadas duas andlises por OPLS-DA considerando a
cordilheira e os paramos (representados pelos macicos aos quais eles pertencem)
de origem das mesmas como variaveis reposta. Trés grupos (Venezuela, cordilheira
central e ocidental e cordilheira oriental) foram considerados na correlacdo com a
cordilheira de origem das espécies (Figura 27), enquanto cinco grupos (P. de
Boyaca, P. de Cundinamarca, P. de Santander e Norte de Santander, P. da
cordilheira central e ocidental e P. da Venezuela) foram considerados na correlagéo

com o paramo de origem das mesmas (Figuras 28 e 29).

Na Figura 27 se observa que as espécies se agruparam de acordo com sua
cordilheira de origem formando trés agrupamentos considerando um grau de
similaridade superior ao 75% como linha de corte (linha vermelha, Figura 27). Nesta
anélise se obtiveram valores adequados de R? (R*Y=0,95) e Q? (Q*=0,73), mesmo
como na andlise do modo positivo (R?Y=0,88 e Q?=0,63), na qual se obtiveram
resultados semelhantes considerando a mesma linha de corte (ndo apresentados).

Este resultado concorda com a arvore filogenética da subtribo baseada nos
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marcadores AFLPs (Figura 2, Anexo I), a qual apresenta também trés clados
correspondentes a cordilheira de origem das espécies (Diazgranados, 2012).
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Figura 27. Dendograma da andlise por OPLS-DA de 120 amostras do género
Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Cordilheiras de origem
das espécies indicadas em diferentes cores.

Ao considerar os principais macicos de paramos da Colémbia como variavel
resposta, obtiveram-se igualmente resultados satisfatorios, confirmando que ha
diferencas na composi¢do quimica das espécies de acordo com o paramo de origem
das mesmas (Figura 28). Nesta andlise, um resultado interessante foi que a
proximidade observada entre o0s cinco agrupamentos do dendrograma
(considerando um grau de similaridade superior ao 75% como linha de corte, linha
vermelha, Figura 28), concorda com a proximidade geografica dos mesmos onde,
por exemplo, as espécies presentes nos paramos de Boyaca (P. de Boyaca) se
agrupam junto com as espécies de Cundinamarca (P. de Cundinamarca), enquanto
as espécies de Santander e Norte de Santander formam um cluster maior com 0s
dois anteriores grupos. Esses trés macicos correspondem a areas muito préximas

geograficamente (Figura 29).
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Figura 28. Dendograma da andlise por OPLS-DA de 120 amostras do género
Espeletia analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Principais macigcos de

paramos indicados em diferentes cores.
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Figura 29. Mapa da Colémbia, Equador e Venezuela com principais macicos de
paramos considerados neste estudo ressaltados em diferentes cores (Adaptado de

DIAZGRANADOS, 2012).
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Ressalta-se que cinco espécies, trés de Boyaca (E. boyacensis (21), E.
incana (57) e E. paipana x E. murilloi (85)) e duas da Venezuela (E. schultzii x E.
jajoensis (100) e E. ulotricha (117)), foram agrupadas no cluster dos paramos de
Cundinamarca, enquanto quatro espécies, trés de Santander (E. brassicoidea (27),
E. estanislana (45) e E. steyermarkii (107)) e uma de Cundinamarca (E. uribei (118)),
se agruparam no cluster dos paramos de Boyaca. Isto sugere que espécies
presentes em areas geograficas proximas (Figura 29), mesmo pertencentes a
diferentes macicos de paramos, apresentam uma composi¢cdo quimica semelhante
e, em alguns casos, o0 modelo gerado ndo consegue distingui-las, confirmando a
forte influéncia da biogeografia da composi¢cdo quimica das espécies. Resultado
analogo aqueles obtidos com base em caracteres morfolégicos (CUATRECASAS,
2013) e moleculares (DIAZGRANADOS, 2012).

Na analise dos dados gerados no modo positivo se obtiveram resultados
similares aos j& apresentados, onde as espécies de agruparam de acordo com o
paramo de origem, considerando a mesma linha de corte (ndo apresentado). Este
resultado concorda com a filogenia da subtribo Espeletiinae, construida com base

nos marcadores moleculares ITS, ETS, rp116 e AFLPs (Figuras 1 e 2, Anexo I).

Na Tabela 8, sdo apresentadas as principais substancias correlacionadas
com o agrupamento das espécies nos seus paramos de origem revelando que existe
certa tendéncia na acumulacdo de determinados metabdlitos pelas espécies
pertencentes a cada agrupamento. Por exemplo, as espécies presentes nos
paramos de Santander e Norte de Santander, foram as Unicas a apresentarem
triterpenos como algumas das principais substancias discriminantes deste grupo,
além da presenca do acido 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinico. Nas espécies presentes nos
paramos de Boyacd, as duas principais substancias responsaveis pelo seu
agrupamento foram os flavonoides metoxilados 3-metoxiquercetina e hesperetina,
enquanto as espécies dos paramos de Cundinamarca apresentam flavonoides
diméricos como a 8,8"-metilenobisquercetina e o flavonoide com ID 147 (modo
positivo) e 366 (modo negativo), presumivelmente também dimérico com base no
seu espectro de massas. O agrupamento das espécies nos paramos das
cordilheiras central e ocidental da Colombia foi o Unico em que as principais
substéancias discriminantes foram diterpenos, destacando-se o acido grandiflordlico e

o Acido ent-12-oxocauro-9(11),16-dien-18-oico. Neste agrupamento, nenhum
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flavonoide foi identificado como altamente correlacionado, embora estivessem
presentes também nas amostras analisadas. Finalmente, as espécies presentes nos
paramos da Venezuela se caracterizam pela presenca de flavonoides glicosilados,
dos quais se destaca a quercetina-3-O-galactosideo como a principal substancia

discriminante deste agrupamento.

Tabela 8. Principais substancias correlacionadas com o agrupamento das espécies
do género Espeletia nos paramos de origem e sua desreplicacao.

tr Formula

ID VIP m/z i IDH Classe Substancia provavel
(min) molecular
P. de Santander e Norte de Santander
134 579 517.1338 8.70 CuHpuO, 14  1CdO Acido 3,4-di-O-(E)-
o clorogénico cafeoilquinico
2 642 3.28 479.3728 2531 CyHsOs 5  Triterpeno N.I.
8 68 3.1 603.0767 13.71 CyH30:4 22 Flavonoide N.I.
O 641 2.7 507.4038 27.26 - - Triterpeno N.I.
516 2.51 619.0722 11.20 CyHs0:15 22 Flavonoide N.I.
115 5.81 617.0577 11.11 CgzH:30:;5 22 Flavonoide N.I.
4 405 4.3 477.3584 25.27 CyHs5005 5 Triterpeno N.I.
® 846 3.27 317.0300 6.37 C15H100g 11 Flavonoide N.1.
$ 845 3.26 505.3898 27.27 - - Triterpeno N.I.
Z 947 272 491.3742 26.33 CyyHs,05 5  Triterpeno N.I.
496 2.33 917.0844 13.21 - - N.I. N.I.
P. de Boyaca
1 12.7 317.0655 10.96 Cy5H1,04 11 Flavonoide 3-Metoxiquercetina*
1464 8.21 303.0859 1296 C.cH1406 10 Flavonoide Hesperetina
291 445 573.1026 13.11 Cj3gH,001» 21 Flavonoide N.I.
297 4.13 273.0757 1148 C4sH,05 10  Flavonoide Pinobanksina
O 1 - '_ - -_
2 200 215 627.1554 6.96 CyHyO; 13 Flavonoide ~— Quereetina-3,4-O-di
bl ) glucopiranose
g Acido
451 2.06 517.0975 9.99 Co4Hs0013 15 A N.I.
clorogénico
1060 1.59 789.1864 8.49 CaHixO 19  Flavonoide Quercetina-3-(6™
cafeoilsoforosideo)
501 1.45 465.1028 8.96 Co4Hi019p 17  Flavonoide Castillicetina
1 10.6 315.0510 11.01 Cy5H;,04 11 Flavonoide 3-Metoxiquercetina*
179 9.13 301.0717 12.98 Ci6H14056 10 Flayonoide Hesperetina
455 3.05 533.0936 7.96 CouHpOy 14 2O N.I.
S clorogénico
= , Quercetina-3-(6"-
> 177 2.66 787.1731 8.47 CgzxH300 19  Flavonoide cafeoilsoforosideo)
Z F4 . ’ ’ .
1296 2.09 6951254 958 CaHnO;; 20  ACIdO Isomero do acido
clorogénico tricafeoilaltrarico
. Quercetina 3-O-(6"-malonil
759 1.23 711.1428 7.49 C3Hs3,0,, 15 Flavonoide glucosideo) 7-O-glucosideo
P. de Cundinamarca
1465 12.43 617.0922 14.19 C3Hy01:4 22 Flavonoide 8,8"-Metilenobisquercetina
S 147 3.89 631.1081 11.26 - - Flavonoide N.I.
I*UE> 366 1.87 589.0976 13.74 C3H,;0i3 21 Flavonoide N.I.
[@] ‘o . .
O 623 128 5451645 8.42 CyHxOp 14 Acido Metil 3-O-cafeoll-4-O-

clorogénico feruloilquinato
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° 366 4.68 629.094 11.29 - - Flavonoide N.1.
= 6 413 615.0782 14.20 CsHy 0014 22 Flavonoide 8,8"-Metilenobisquercetina
I Fe]
© 23 356 9151058 1565 . . Acdo NI,
2 clorogénico
15 21 587.0834 13.74 C3H,0;3 21 Flavonoide N.I.
P. cordilheira central e ocidental
8 497 3151953 1477 CupHxOs 8 Diterpeno  Acido ent-12-oxocauro-
S ' ' ' 20112673 9(11),16-dien-18-oico
£ 2093 4.05 301.2161 1440 CuHpO, 7 N.I. N.I.
g? 51 3.61 253.1949 17.45 CioHoa 8 N.I. N.1.
71  2.93 271.20550 17.45 CioH»0O 7 N.I. N.I.
42 4.88 695.12659 8.22 - - Acido NLI.
clorogénico
. Acido ent-12-hidroxicauro-
164 4.61 315.19619 1551 CyoH»30;3 7 Diterpeno 9(11),16-dien-18-oico
. Acido ent-12-oxocauro-
232 441 313.18101 14.77 CyoHy03 8 Diterpeno 9(11),16-dien-18-oico
Q 1240 4.38 335.22271 14.32 CyyH3,0,4 5 Diterpeno N.1.
w362 3.97 317.21190 18.16  CyoH3,03 6 Diterpeno Aci@o grandiflorélico
2 12 3.59 301.21722 22.84 C,oH3,0, 6 Diterpeno Acido pimarico
Z 491 3.17 315.19630 17.67 CyoHp503 7 Diterpeno N.I.
1855 3.11 603.26630 12.44 CygH44014 7 N.I. N.1.
. Acido ent-15-0O-iso
1879 2.46 387.25416 23.34 Cy4H350, 7 Diterpeno butiro>}<icaur-16-en-19-oico
Acido ent-15-O-
1645 2.41 399.25360 24.14  CysH30, 8 Diterpeno senecioxicaur-16-en-19-
oico
P. da Venezuela
195 16.06 611.13910 10.10 CzH,014 18 Flavonoide Flavonoide diglicosilado
173 14.19 46510265 7.94 CyuHx01, 12  Flavonoide Quercetina-3-O-
galactosideo
€ 34 6.81 301.21594 16.23 CyH,;0, 7  Diterpeno N.I.
S . Quercetina-3-0-(6-0O-
o 3608 6.05 627.1341 9.31 C3H,s015 18 Flavonoide cafeoil)-galactosideo
284 451 345.09634 15.26 CigH1607 11 N.I. N.1.
221 440 435.0919 834 CuHigOn 12 Flavonoide Quercetina-3-O-
arabinosideo
163 7.6 463.08823 7.96 CyHnxOp 12  Flavonoide Quercetina-3-O-
galactosideo*
221 7.44 609.12520 10.11 CzoH»014 18 Flavonoide Flavonoide diglicosilado
169 528 62512024 938 CagHpOis 18 Flavonoide ~ Quercetina-3-O-(6-O-
Q ) cafeoil)-galactosideo
= Acido Isbmero do acido
©
2 13 475 51511928 654 CosHaOrp 14 clorogénico dicafeoilquinico
P4 3 4.25 301.03525 10.49 C;5H4004 11 Flavonoide Quercetina*
168 2.99 635.16179 7.86 - - Flavonoide N.I.
225 2,57 771.17785 9.28 - - Flavonoide N.1.
181 2.37 433.07750 8.33 CyHiOy 12  Flavonoide Quercetina-3-O-

arabinosideo

* Substéncia confirmada por coinje¢cdo com padrao; N.l.: substancia ndo identificada.

A correlacdo geral observada entre a composi¢do quimica das espécies e sua

origem geografica concorda com a filogenia atual da subtribo Espeletiinae proposta

por Diazgranados (2012). De acordo com esta filogenia, as espécies formam clados
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evidentes de acordo com o pais de origem numa escala global e de acordo com os
complexos de péaramos onde foram coletadas numa escala regional
(DIAZGRANADOS, 2012). Esta caracteristica € consequéncia da histdria evolutiva
da subtribo Espeletinae, onde espécies simpatricas (espécies que crescem na
mesma area geogréfica) tendem a ser mais relacionadas geneticamente do que
espécies distantes, provavelmente devido a caréncia de polinizadores de longa
distancia, mesmo como a auséncia de mecanismos de dispersdo de sementes. Isto
sugere um marcado isolamento geografico entre espécies de diferentes paramos,
que por mecanismos de especiacdo alopatrica (ocasionada por meio de uma
barreira geografica) acabaram divergindo da espécie parental e evoluindo em novas

formas (DIAZGRANADOS, 2012).

4.4.2 Modelos de predi¢cdo da origem geografica

Considerando que valores de Q? superiores a 0,5 sdo uma condicéo
necessaria para que um modelo tenha uma boa capacidade preditiva (GOLBRAIKH;
TROPSHA, 2002; BAILEY et al., 2004), foi possivel elaborar modelos de predicéo
geografica de novas amostras unicamente de acordo com o pais e a cordilheira de
origem das mesmas, ja que na analise em que os paramos foram considerados
como variavel resposta se obtiveram valores inferiores o em torno de 0,5 (Q*=0,52 e

0,45 no modo negativo e positivo, respectivamente).

A construgcdo do modelo de predicdo da origem geografica foi efetuada
mediante diferentes métodos estatisticos supervisionados lineares e nao lineares
como arvores de decisdo, random forest, K-nearest neighbors e OPLS-DA. Destes, 0
modelo por OPLS-DA foi o que apresentou a melhor capacidade preditiva de novas
amostras com 95% de acerto na classificacéo (Figura 30). Este modelo foi elaborado
considerando 67% (n = 82) do conjunto de dados como série de treinamento e o
restante 33% (n = 38) como série de validacdo externa. Na constru¢cdo do mesmo se
excluiram os principais outliers representados no Hotelling’s T2 column plot (ndo
apresentado), além de algumas replicas. O apéndice IV contem as espécies

empregadas na constru¢cdo do modelo.

A partir do modelo gerado, se obtiveram valores 6timos de R? (R*Y=0,98) e Q?
(Q?=0,73) indicando ndo sé uma boa representacdo dos dados, mas também um

adequado poder preditivo do mesmo. Isto foi conferido na porcentagem de
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observagbes corretamente classificadas do conjunto de espécies empregado na
validacdo externa (Figura 30). Ressalta-se que o valor obtido a partir do indice de
probabilidade de Fisher (3,4e-008) indica resultados estatisticamente significativos,
considerando que valores inferiores a 0,05 sugerem uma baixa probabilidade de

obter a classificagcdo por acaso.

Members Correct Cordilheira Oriental Venezuela Cordilheira Central e Ocidental

Cordilheira Oriental 29 100% 25 a a
Venezuela & EB6.6T% 2 4 0
Cordilheira Central e Ocidental 3 100% 0 ] 3
No class 0 0 ] 0
Total 38 94.74% il 4 3

Fishers probk. | 3.4e-008

Figura 30. Matriz de classificacdo do conjunto de espécies empregadas nha
validagéo externa do modelo por OPLS-DA.

Das 38 espécies empregadas na validacdo externa, 36 (95%) foram
classificadas corretamente pelo modelo, confirmando o excelente poder preditivo do
mesmo. Além disso, o fato do modelo ter apresentado bons resultados tanto na
validacéo cruzada quanto na validacdo externa sugere que ndo esteja acontecendo
o fenbmeno de superajuste, no qual o algoritmo perde a capacidade de predizer

corretamente a classe de amostras néo incluidas no conjunto de treinamento.

As espécies E. schultzii x E. jajoensis (100) e E. ulotricha (117) de origem
venezuelana foram as duas Unicas espécies classificadas incorretamente pelo
modelo, indicando que ditos individuos apresentam uma composicdo quimica
semelhante as espécies da cordilheira oriental da Colémbia, portanto o algoritmo
ndo conseguiu predizer corretamente a origem geografica das mesmas. Este
resultado concorda com o obtido anteriormente na andlise por OPLS-DA tanto da
matriz com dados continuos (Figura 23) quanto da matriz com dados binarios (Figura
26), onde se observa que essas espécies sdo as mais proximas do cluster

colombiano.

Na Figura 31, apresenta-se o modelo de predicdo geografica de novas
amostras de Espeletia pelo método de arvores de decisdo (AD) implementando o
algoritmo de classificacdo C4.5 (J48 no software Weka). O algoritmo C4.5 constroi

arvores de decisdo a partir de um grupo de treinamento e apresenta a vantagem de
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analisar atributos continuos e discretos simultaneamente (WITTEN et al., 2005). Este
algoritmo utiliza uma estratégia de “cima” para “baixo” em que o conjunto de dados é
inicialmente dividido em duas partes iguais e cada metade é subsequentemente
dividida varias vezes até gerar uma arvore ideal que possa separar as classes
(neste caso a origem geografica das espécies). Portanto, os atributos (picos
cromatograficos) que fornecem mais informagéo séo selecionados com a finalidade
de obter a menor arvore possivel (WITTEN et al., 2005). O método de AD apresenta
a vantagem de ser facilmente interpretavel e uma vez o modelo e construido nao é
necessario o uso do software para predizer a classe de novas amostras, basta
unicamente com seguir os nds da arvore, que neste caso representam o ID dos
picos cromatograficos, numa estratégia de “cima” para “baixo” para conseguir

predizer a classe de novas amostras com base na area dos picos cromatograficos.

2

== Q52343.787E = 052348 TEYE

== 3072000106 = 30720001.08
== 170096231 2=1F’DI396231

® T

== 493853?240 = 4938637240

— ks

== TDE414T214 >?05414T214

Figura 31. Modelo de predicao geografica por arvores de decisao

Embora o modelo por AD (Figura 31) tenha sido elaborado mediante a
selecdo de atributos por algoritmos genéticos, em que as variaveis pouco
correlacionadas com a resposta foram descartadas, 0 mesmo apresentou um poder

preditivo levemente inferior (90%) ao modelo por OPLS-DA (95%). Ressalta-se que
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duas (ID 271 e 162, Figura 31) das cinco substancias selecionadas como variaveis
discriminantes no modelo por AD foram selecionadas também na andlise por OPLS-
DA (Tabelas 7 e 8), confirmando a importancia de tais substancias na separacao das
classes. Os parametros empregados na selecdo de atributos e construcdo do

modelo por AD sé&o detalhados no Apéndice Ill.

Estes modelos podem ser de grande utilidade na compresséo da quimica do
metabolismo secundario deste género, ja que se for aplicado aos 2176 espécimes
de herbéario do género Espeletia reportados por Diazgranados (2012), presentes em
39 diferentes herbarios do mundo inteiro, seria possivel comparar os padrbes de
distribuicdo atuais dos metabdlitos secundarios com aqueles dos exemplares de
herbario mais antigos e determinar se houve ou ndo uma mudanca nos perfis
quimicos das espécies deste género ao longo dos anos de acordo com sua origem
geografica. Isto considerando que desde a primeira descricdo de uma espécie de
Espeletia em 1792 por José Celestino Mutis, a taxonomia do género tem sido muito
estudada e novas amostras sdo depositadas constantemente em diferentes
herbéarios. Obviamente, a viabilidade deste projeto dependeria da qualidade das
amostras e da metodologia empregada na sua preservacao, além do fato de ter que
se preparar as amostras para sua analise no UHPLC-UV-MS.

Além disso, considerando que a mais atual revisdo da taxonomia da subtribo
Espeletiinae foi efetuada examinando-se 4408 exemplares de herbario, dos quais
unicamente 3408 foram identificados e geo-referenciados totalmente
(DIAZGRANADOS, 2012), o modelo gerado poderia auxiliar na determinacao
taxondmica das restantes amostras pertencentes ao género Espeletia, considerando

o alto grau de endemismo de suas espécies.

Finalmente, estudos de atividade biolégica passados e futuros envolvendo
espécies de Espeletia e o presente modelo, servirdo para correlacionar uma
determinada atividade com uma regido geografica especifica, e ndo so predizer a
atividade de novas amostras baseados na origem geografica comum com a espécie
testada, mas também aportar informagfes Uteis para encaminhar propostas de
conservagao, considerando que toda a subtribo Espeletiinae se encontra em grande
risco de extingdo devido principalmente as alteracbes climaticas e a expansao
agropecuaria (DIAZGRANADOS, 2012).
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4.4.3 Correlagao com dados taxonémicos

A correlagdo com dados taxonémicos foi efetuada mediante uma analise por
OPLS-DA, uma vez que este método forneceu resultados adequados na correlacao
com dados biogeograficos. Nesta analise se estudou a composicdo quimica de
diferentes hibridos, variedades e formas presentes no género, junto com suas
respectivas espécies parentais, com a finalidade de determinar se o uso de
marcadores quimicos em Espeletia pode ser de utilidade no estabelecimento de

relacGes de parentesco taxondmica neste género.

Nas Figuras 32 e 33 sdo apresentadas as analises por OPLS-DA da matriz 1
(modo negativo) de seis hibridos (E. schultzii x E. jajoensis, E. batata x E. schultzii,
E. paipana x E. murilloi, E. murilloi x E. boyacensis, E. jaramilloi x E. boyacensis e E.
argentea x E. barclayana) com suas respectivas espécies parentais. Como varios
dos hibridos estudados compartilham a mesma espécie parental (ex. E. schultzii x E.
jajoensis e E. batata x E. schultzii), foram efetuadas duas andlises independentes
considerando trés diferentes hibridos em cada uma: E. schultzii x E. jajoensis, E.
jaramilloi x E. boyacensis e E. paipana x E. murilloi na primeira andlise (Figura 32) e
E. batata x E. schultzii, E. murilloi x E. boyacensis e E. argentea x E. barclayana na

segunda (Figura 33).

O1
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s

4e+005

26005 4 E. jaramilloi | lE- jaramillol x E. boyacensis
F. boyacensis

E. paipana
E. murilioi & £ paipana x E. murilloi

100009 * t[2]

E. schultzii x E. jajoensis
E. jar'oensr's@!:‘ schultzii

-2e+005

~4e+005

-Be+005 . T T T T T T T
-1e+006 -8e+005 -Be+005 4e+005 -2e+005 0 7e=005 4e+005 Be=005 8e=005
1#4[1]
R2X[1] = 0.299 R2X[2] = 0.117 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 32. Score-plot da anélise por OPLS-DA de trés hibridos do género Espeletia
e suas espécies parentais analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo).
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Figura 33. Score-plot da analise por OPLS-DA de trés hibridos do género Espeletia
e suas espécies parentais analisadas por UHPLC-UV-MS (modo negativo).

Nestas andlises se obtiveram excelentes valores de R? (R%Y = 1,0) e Q? (Q? >
0,86), e da mesma forma como na anélise do modo positivo (R?Y = 1,0 e Q% > 0,78)
(ndo apresentada) se observa um excelente agrupamento dos hibridos com suas
espécies parentais, indicando que existe nao s6 similaridade na composicao quimica
das duas espécies progenitoras, o que pode ser explicado pela origem geografica
comum, mas também que os hibridos sdo quimicamente semelhantes as suas
espécies parentais. Este resultado € interessante do ponto de Vvista
quimiotaxondmico, pois indica que neste caso os marcadores quimicos em Espeletia
concordam com a taxonomia do género baseada em caracteres morfoldgicos.

Resultados semelhantes foram obtidos na andlise da matriz 2 (ndo apresentados).

Na subtribo Espeletiinae unicamente dois hibridos (Carramboa x tachirensis e
E. x aurantia) tém sido estudados do ponto de vista fitoquimico (BOHLMANN;
SUDING; CUATRECASAS; ROBINSON; et al., 1980; IBANEZ; USUBILLAGA, 2008)
e s6 um estudo (IBANEZ; USUBILLAGA, 2008) comparou o perfil quimico de um
hibrido (E. x aurantia) com o de suas espécies parentais (E. schultzii e Coespeletia
moritziana). Neste estudo, baseado na andlise dos constituintes volateis das
espécies por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS
por suas siglas em inglés), encontrou-se uma porcentagem intermediaria para todos
os componentes do 6leo do hibrido com relacdo a porcentagem dos mesmos
componentes nas espécies parentais (IBANEZ; USUBILLAGA, 2008).
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Segundo Diazgranados (2012), o fenbmeno de hibridizacdo em Espeletia €
muito frequente quando duas ou mais espécies deste género compartilham a
mesma area geografica (espécies simpatricas) ou estdo presentes em areas
geograficas adjacentes (espécies parapatricas). Além disso, a hibridizacdo é
também frequente num gradiente de atitude, onde o hibrido é frequentemente
encontrado no meio de duas populacdes cujos limites de distribuicdo superior e
inferior se sobrepdem. Nesse caso, a inflorescéncia dos hibridos é mais parecida
com a da espécie de baixa altitude, enquanto a folha dos mesmos reflete em maior
medida a folha da espécie de maior altitude (DIAZGRANADOS, 2012).

Quimicamente o fenbmeno de hibridizacdo em plantas tem sido pouco
estudado e ainda h& muitas davidas com relacdo a influéncia do mesmo no
metabolismo secundario vegetal. Por tanto, este representa um campo fértil de
pesquisa que pode ser especialmente abordado na subtribo Espeletiinae,
considerando a importancia desse fenbmeno em radiacbes adaptativas
(SEEHAUSEN, 2004), além de ser um dos principais mecanismos de especiacao
determinante na evolucéo desde grupo de plantas (CUATRECASAS, 2013).

Na anadlise por OPLS-DA das categorias infraespecificas foram avaliadas
quatro variedades (E. formosa var. gigantea, E. lopezii var. major, E. murilloi var.
alba e E. murilloi var. iguaquei) e uma forma (E. argentea fma. phaneractis) junto
com suas espécies parentais (Figura 34). Nesta analise, similar a andlise dos
hibridos (Figuras 32 e 33), ha uma excelente correlacdo entre a composicao quimica
das categorias infraespecificas e suas respectivas espécies parentais, jA que em

todos os casos tais individuos se agruparam juntos.

Este resultado sugere que existe uma alta similaridade na composicéo
guimica das espécies e suas variedades ou formas, confirmando que os marcadores
qguimicos em Espeletia concordam com a taxonomia do género baseada em
caracteres morfolégicos. Ressalta-se que resultados semelhantes foram obtidos na
analise da matriz 2 (ndo apresentada), indicando que ha similaridades tanto
gualitativa quanto quantitativamente nos metabdlitos produzidos por diferentes

individuos pertencentes a categorias taxondmicas infraespecificas em Espeletia.
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Figura 34. Score-plot da analise por OPLS-DA de quatro variedades e uma forma do
género Espeletia e suas espécies parentais analisadas por UHPLC-UV-MS (modo
negativo).

O fato das matrizes 1 e 2 terem apresentado resultados semelhantes nas
analises de correlacdo tanto com dados biogeograficos, quanto com dados
taxondémicos, indica que as relacdes de parentesco quimiotaxonémico em Espeletia
e a correlacdo entre a composi¢cao quimica das espécies e sua origem geogréfica,
sdo devidas, possivelmente, tanto a presenca de determinados metabdlitos Unicos
para cada agrupamento, quanto ao fato das espécies pertencentes a cada grupo
apresentarem uma composi¢cdo quimica muito semelhante, inclusive nas areas dos

seus principais picos cromatograficos.

4.5 Desreplicagdo de extratos

A metodologia descrita no item 3,7 permitiu propor a identidade de 34
diferentes metabdlitos (Tabela 9), os quais podem se agrupar em trés grandes
classes: acidos clorogénicos, flavonoides e diterpenos. As estruturas quimicas

destes compostos séo apresentadas nas Figuras 35 a 39.

Os acidos clorogénicos foram identificados por comparacdo com substancias
previamente isoladas pelo nosso grupo de pesquisas e de acordo com
caracteristicas espectrais descritas por Martucci et al. (2014). Substancias desta
classe de metabdlitos apresentam um espectro no UV caracteristico, com dois picos

maximos de absor¢cdo em torno de 300 e 325 nm. Além disso, perdas de 162 m/z
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nos seus espectros de massas indica a possivel perda de uma molécula neutra de
acido caféico. Os compostos 3 e 4 (Tabela 9), apresentam uma molécula
desprotonada em 353 m/z e um ion produto em 191 m/z no modo de ionizacao
negativo, indicando a possivel esterificacdo de uma unidade de acido caféico com
uma de acido quinico. Logo, as substancias 3 e 4 foram identificadas como o &cido
3-0O-(E)-cafeoilquinico e  5-O-(E)-cafeoilquinico, respectivamente, mediante a
coinjecdo com substancias padréo, assim como os acidos protocatecuico e quinico

(Compostos 1 e 2, respectivamente).

Os écidos 3,4, 3,5 e 4,5-di-O-(E)-cafeoilquinicos (Tabela 9) foram igualmente
identificados mediante a coinjecdo com substancias padrdo. Estes metabdlitos
apresentam espectros de massas caracterizados pela presenca de uma molécula
protonada em 517 m/z no modo de ionizacdo positivo, seguido da perda de uma
molécula de agua e um pico intenso em 163 m/z formado ap6s a perda de uma
unidade de &acido cafeoilquinico. O composto 6 foi identificado como metil 3-O-
cafeoil-4-O-feruloilquinato baseado no seu espectro no UV e massas. Embora este
composto coelui com o acido 3,4 di-O-(E)-cafeoilquinico (Figura 40), foi possivel sua

identificacdo baseada no mecanismo de fragmentacao proposto na Figura 41.

E interessante a possivel presenca de dois isdmeros do &cido
tricafeoilaltrarico (compostos 10 e 11, Tabela 9) nas amostras analisadas. Esses
metabdlitos foram identificados pela perda sucessiva de trés unidades de &cido
caféico ligadas a uma unidade de acido galactarico, o qual apresenta um ion produto
caracteristico em 209 m/z no modo de ionizacdo negativo. Devido ao fato que ndo
havia registros na literatura sobre os possiveis fragmentos desta substancia nem do

metil 3-O-cafeoil-4-O-feruloilquinato, o0 mesmo foi proposto na Figura 41.

E importante ressaltar que este estudo constitui a primeira descricdo de
acidos clorogénicos no género Espeletia e na subtribo Espeletiinae, sendo que esta
classe de metabolitos € caracteristica de varias espécies da familia Asteraceae
(TAKENAKA et al., 2003). Além disso, a presenca do acido tricafeoilaltrarico € muito
relevante do ponto de vista quimiotaxonémico, considerando que este metabdlito foi
descrito apenas no género Smallanthus (TAKENAKA et al., 2003; TERADA et al.,
2009), o qual é considerado grupo irmao da subtribo Espeletinae, com base em

marcadores moleculares (RAUSCHER, 2002).
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Os flavonoides constituem a principal classe de metabdlitos identificados,
tendo sido detectados nas 120 amostras analisadas. Estes podem se subdividir em
trés principais categorias: agliconas (subclasses - flavanonas, flavonais,
diidroflavonois e biflavondis), glicosilados e esterificados com unidades de acido
caféico. Como agliconas foram identificadas a pinobanksina e a quercetina, cuja
presenca foi confirmada pela coinjecdo com as substancias padrdo. Além disso,
foram identificados dois flavonoides metoxilados correspondentes a hesperetina e a
3-metoxiquercetina, sendo este Ultimo o composto majoritario das espécies
colombianas e, portanto, o principal discriminante. A 3-metoxiquercetina, confirmada
pela coinjecdo com substancia padrédo, foi descrita unicamente nas espécies E.
barclayana e E. killipii em estudos fitoquimicos prévios, enquanto a quercetina tem
sido descrita, além de nas duas espécies ja mencionadas, em E. schultzii
(TORRENEGRA et al., 1994; TORRENEGRA; TELLEZ, 1996; GUTIERREZ et al.,
1998; DE LOS RIOS et al., 1999).

Diferentes flavonoides glicosilados foram identificados com base nos seus
espectros massas e pela comparacdo com substéncias padrdo. Dentre eles, a
quercetina 3-O-galactosideo corresponde a um dos mais comuns, sendo
discriminante do cluster venezuelano. Estes tipos de compostos se caracterizam por
apresentar espectros de massas com perdas da unidade glicosidica e um ion
produto correspondente a aglicona. Por exemplo, os compostos 17-22 (Tabela 9)
apresentam todos um ion produto com m/z 303 no modo de ionizacdo positivo,
correspondente a quercetina como aglicona, enquanto o valor de m/z da molécula
protonada desses compostos varia de acordo com o tipo de aclUcar e o numero
destes ligados na aglicona. Dos flavonoides glicosilados, apenas a guercetina-3-O-
galactosideo havia sido previamente descrita no género Espeletia, estando presente
nas inflorescéncias de E. schultzii (DE LOS RIOS et al., 1999).

Foram identificados também diferentes flavonoides glicosilados e esterificados
com unidades de acido caféico. Estes apresentam espectros no UV com maximos
de absorcao em torno de 300 e 325 nm, caracteristicos de acidos clorogénicos, além
de apresentarem espectros de massas com perdas de unidades de acucar e
residuos de acido caféico, e um pico correspondente a aglicona do flavonoide. Por
exemplo, a quercetina-3-(6"-cafeoilsoforosideo) (composto 25, Tabela 9), apresenta

uma molécula protonada em m/z 789, além de ions produto correspondentes a
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perda de uma unidade de glicose seguida de uma de acido caféico (m/z 465) e um
pico correspondente a aglicona (303 m/z) no modo positivo. Ressalta-se que este
tipo de metabdlitos ndo haviam sido previamente descritos no género Espeletia ou

na subtribo Espeletiinae.

Finalmente, varios diterpenos, principalmente do tipo caurano, foram
identificados em todas as amostras analisadas (compostos 28-34, Tabela 9), embora
em maior proporcao nas espécies pertencentes aos paramos da cordilheira central e
ocidental da Colémbia. Este tipo de compostos sdo a principal classe de metabdlitos
secundarios presentes na subtribo Espeletinae (PADILLA-GONZALEZ et al.
submetido), destacando-se o acido grandiflorélico e o &cido ent-12-oxocauro-
9(11),16-dien-18-oico. Este resultado confirma estudos quimiotaxondémicos prévios

realizados por Alvarenga et al. (2005), onde se estabeleceu que todas as espécies

do género Espeletia biossintetizam tais metabdlitos.

Tabela 9. Substancias desreplicadas nas amostras do género Espeletia analisadas
por UHPLC-UV-MS.

tr . ) lonizag&o no modo lonizagdo no modo UV max
No. ) Substancia provavel ) .
(min) negativo (m/z) positivo (m/z) (nm)
1 0,73 Acido protocatecuico* [M-H] 153.01817 - 260, 294
2 051 Acido quinico* [M-H] 191.05531 - -
s 060 Acido 3-0-(E)- [M-H] 353.08755, [(M- [Mf(':}l*'f)‘r’_‘r’ﬁgﬁoz' 3000m,
, S i :
cafeoilquinico H) - CAF] 191.05515 163.03868 324
4 o8t Acido 5-0-(E)- [M-H] 353.08676, [(M- [MJE(':/]M%S_E’EQO]{%' 3000m,
, s i :
cafeoilquinico H) - CAF] 191.05479 163.03871 326
[M+H]" 517.13403,
Acido 3,4-di-O-(E)- ur [(M+H) - H,O]"
5 860 cafeoilquinico* [M-H] 515.11926 499.12308 [(M+H) - 300, 328
AQ]" 163.03886
[M+H]" 545.16455,
[(M+H) - H,O]"
Metil 3-O-cafeoil-4-O- o 527.15363 [(M+H) -
6 8,50 feruloilquinato [M-H] 543.15009 H20 - CAFT" 300, 326
351.10657, [(M+H) -
AQ]" 177.05429
[M+H]" 517.13300,
Acido 3,5-di-O-(E)- ur [(M+H) - H,O]"
7810 cafeoilquinico* [M-H] 515.11880 499.12271 [(M+H) - 298, 327
AQ]" 163.03864
) [M+H]" 517.13379,
g o916  /cldo4,5-di-O-(E)- [M-H] 515.11914 [(M+H) - Ho0] 300, 329

cafeoilquinico*

499.12271 [(M+H) -
AQ]" 163.03865
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

6,54

9,50

9,94

11,51

10,49

11,01

12,98

14,20

7,96

7,83

6,96

8,33

8,65

Isébmero do acido
dicafeoilquinico

Isémero do acido
tricafeoilaltrarico

Isémero do acido
tricafeoilaltrarico

Pinobanksina

Quercetina*

3-Metoxiquercetina*

Hesperetina

8,8"-Metileno
bisquercetina

Quercetina-3-0O-

galactosideo*

Rutina*

Quercetina-3,4'-O-di-
glucopiranosideo

Quercetina-3-0O-
arabinosideo

Quercetrina*

[M-H] 515.11896

[M-H] 695.12518, [(M-
H) - CAF] 533.09363,
[(M-H) - CAF - CAF]
371.06171, [(M-H) -
CAF - CAF - CAF]
209.02954
[M-H] 695.12512, [(M-
H) - CAF] 533.09344,
[(M-H) - CAF - CAFT
371.06174, [(M-H) -
CAF - CAF - CAF]
209.02959

[M-H] 271.06125

[M-H] 301.03482

[M-H] 315.05063

[M-H] 301.07083

[M-H] 615.07758, [(M-

H) - QER+CHjy]
299.01920

[M-H] 463.08801

[M-H] 609.14581

[M-H] 625.14044,

[M-H] 433.07761

[M-H] 447.09348

[M+H] 517.13330,
[(M+H) - H0T

499.12268, [(M+H) - 300, 322
AQ]" 163.03874
) 3000m,
330
) 3000m,
329
[M+H]" 273.07565 229, 290
255,
[M+H]" 303.05057 3000m,
360
255,
[M+H]" 317.06677 3000m,
357
[M+H]" 303.08707 228, 287
235, 270,
[M+H]" 617.09143 303,
3500m
[M+H]" 465.10229, 255,
[(M+H) - glucose]" 2900m,

303.04935 346
[M+H]" 611.16028,

[(M+H) - ramnose]" 2628506m
46510263, [(M+H) - 5000
ramnose - glucose] 347 '
303.04950
[M-H]" 627.15448, [(M-
H]) - glucose]”
465.10197, [(M-H]) - 264, 340
glucose - glucose]"
303.04916
[M+H]" 435.09229,
[(M+H]) - arabinose]” 253, 336
303.04968
[M+H]" 449.10831 256,
[(M+H) - glucose]” 3000m,

303.04999 345
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22

23

24

25

26

27

28

29

30
31
32

33

34

10,06

7,49

8,65

8,45

8,96

9,52

14,77

15,51

18,16
18,80
22,84

23,34

24,14

Flavonoide diglicosilado

Quercetina-3-0O-(6"-

malonil, glucosideo)-7-0O-

glucosideo

Isoramnetina-3-
glicosideo

Quercetina-3-(6"-
cafeoilsoforosideo)

Castillicetina

Quercetina-3-0-(6-0O-
cafeoil)-galactosideo

Acido ent-12-oxocauro-
9(11),16-dien-18-oico
Acido ent-12-
hidroxicauro-9(11),16-
dien-18-oico
Acido grandiflorélico
Acido ent-160-
hidroxicauran-19-oico
Acido pimarico
Acido ent-15-O-iso-
butiroxicaur-16-en-19-

) oico
Acido ent-15-O-
senecioxicaur-16-en-19-
oico

[M-H] 609.12463

[M-H] 711.14093,
[(M+H) -
manoilglusideo]
463.08780, [(M+H) -
manoilglucose -
glucose] 301.03522

[M-H] 477.10315

[M-H] 787.17261

[M-H] 463.08838

[M-H] 625.11938

[M-H] 313.18039

[M-H] 315.19577

[M-H] 317.21155
[M-H] 319.22787
[M-H] 301.21680

[M-H] 387.25363

[M-H] 399.25351

[M+H]" 611.13898
[(M+H) - ramnose -
glucose]” 303.04941

[M+H]" 713.15527

[M+H]" 479.11743,
[(M+H) - glicosideo]”
317.06424
[M+H]" 789.18677,
[(M+H) - glucose -
CAF]" 465.10205
[(M+H) - glucose - CAF
- glucose]” 303.04938
[M+H]" 465.10306,
[(M+H) - CAF]"
303.04941 [(M+H) -
QER]" 163.03873

[M+H]" 627.13318,
[(M+H) - galactose -
CAF]" 303.04910

[M+H]" 315.19614

258, 315,
360

250, 296,
331

253,
3000m,
336

247,
2950m,
327

251,
2680m,
3000m,

332

250,
3000m,
332

247

245

* Substancia confirmada por coinjecdo com padréo; AQ: acido cafeoilquinico; CAF: Acido caféico;
QER: quercetina; om: ombro.
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Figura 35. Estruturas quimicas dos acidos clorogénicos desreplicadas nas espécies de Espeletia. a. acido protocatecuico; b. acido quinico; c.
acido 3-O-(E)-cafeoilquinico; d. &cido 5-O-(E)-cafeoilquinico; e. acido 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinico; f. metil 3-O-cafeoil-4-O-feruloilquinato; g. acido

4,5-di-O-(E)-cafeoilquinico; h. acido 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinico; i. acido tricafeoilaltrarico.
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Figura 36. Estruturas quimicas dos flavonoides (agliconas) desreplicados nas espécies de Espeletia. a. quercetina; b. 3-metdxiquercetina; c.
pinobanksina; d. hesperetina; e. 8,8"-metilenobisquercetina.
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Figura 37. Estruturas quimicas dos flavonoides glicosilados desreplicados nas espécies de Espeletia. a. quercetina-3,4'-O-di-glucopiranosideo;
b. quercetina-3-O-(6"-malonil-glucosideo)-7-O-glucosideo; c. rutina; d. quercetina-3-O-galactosideo; e. quercetina-3-O-arabinosideo; f.

Isoramnetina-3-glicosideo; g. quercetrina.
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Figura 38. Estruturas quimicas dos flavonoides esterificados com acido caféico desreplicados nas espécies de Espeletia. a. castillicetina; b.
guercetina-3-0O-(6-O-cafeoil)-galactosideo; c. quercetina-3-(6"-cafeoilsoforosideo).
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Figura 39. Estruturas quimicas dos diterpenos desreplicados nas espécies de Espeletia. a. acido ent-12-oxocauro-9(11),16-dien-18-oico; b.
acido ent-12-hidroxicauro-9(11),16-dien-18-oico; c. acido grandiflorélico; d. acido ent-16a-hidroxicauran-19-oico; e. acido pimarico; f. acido ent-
15-O-isobutiroxicaur-16-en-19-oico; g. acido ent-15-O-senecioxicaur-16-en-19-oico.
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Figura 40. Espectros de massas no modo positivo do metil 3-O-cafeoil-4-O-feruloilquinato (acima) e do acido 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinico

(abaixo).
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Figura 42. Espectro de massas no modo negativo e possiveis fragmentos do acido tricafeoilaltrarico.
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4.6 Analise filogenética

As analises filogenéticas por MP e ML foram efetuadas tanto com a matriz do
modo negativo, quanto com a do modo positivo, separadamente e em conjunto,
obtendo topologias semelhantes. Dos 2554 caracteres considerados no modo
negativo, 1502 foram informativos do ponto de vista filogenético, enquanto que no
modo positivo 1882 foram informativos a partir de 3661 caracteres iniciais.

Tanto na &rvore de consenso estrito gerada pela analise de MP (Figura 43),
quanto na arvore de ML (Figura 44), observa-se um agrupamento condizente com as
analises estatisticas multivariadas (OPLS-DA), onde as espécies se agruparam de
acordo com seu pais de origem (Figuras 24 e 26). Porém, na andlise filogenética, foi
interessante o fato das espécies venezuelanas terem se agrupado na base do
dendrograma (junto com E. incana de origem colombiana), indicando que com base
em dados quimicos este grupo de espécies corresponde ao clado ancestral do
género Espeletia. Este resultado concorda com hipéteses prévias sobre a origem
geografica da subtribo Espeletiinae, j& que segundo Cuatrecasas (1986, 2013) a
cordilheira de Mérida na Venezuela corresponde possivelmente ao local de origem e
diversificacdo primaria da subtribo, considerando que nessa regido ocorre a maior
diversidade de Espeletiinae, com seis géneros e 63 espécies endémicas. Esta
hipétese foi confirmada recentemente na andlise filogenética da subtribo com base
em diferentes marcadores moleculares (DIAZGRANADOS, 2012).

A pesar da consisténcia observada entre as filogenias geradas pelos métodos
de MP (Figura 43) e ML (Figura 44) e sua semelhanca com a filogenia baseada em
marcadores moleculares (Figuras 1 e 2, Anexo 1), os resultados obtidos devem ser
considerados com cautela, ja que ao determinar um grau de suporte superior a 50%
mediante andlises por bootstrap e jackknife a maioria dos nodos das arvores
colapsaram formando politomias. Porém, um dos clados recuperado foi o
conformado pelas espécies E. schultzii 101, E. schultzii 102, E. aristeguietana 11, E.
aristeguietana 12, E. jajoensis 58 e E. jajoensis 59 (todas de origem venezuelana)
com um valor de bootstrap de 67 (ndo apresentado). Isto indica que existe um baixo
suporte aos agrupamentos observados, considerando que os métodos de bootstrap
e jackknife sdo técnicas de re-amostragem estatistica amplamente utilizadas em

analises filogenéticas em que as variaveis no conjunto de dados, neste caso 0s



74

picos cromatogréficos, sdo re-amostradas um determinado niumero de vezes (1000
vezes neste estudo), onde algumas varidveis sdo excluidas de cada andlise e
substituidas por outras presentes no conjunto de dados (bootstrap) (FELSENSTEIN,
1985) ou simplesmente excluidas (jackknife) (FARRIS, 1996).

O baixo suporte dos agrupamentos nas andlises por bootstrap e jackknife
sugere um baixo sinal filogenético na matriz inicial, o qual pode ser devido ao alto
nivel de homoplasias quimicas (caracteres similares adquiridos em eventos
evolutivos independentes) presentes no conjunto de dados (Tabela 10). Porém,
segundo Sanchez (2005), é possivel que incluindo um maior nimero de taxons na
analise (por exemplo, considerando os outros géneros da subtribo Espeletiinae e
ndo somente ao género Espeletia) e excluindo caracteres pouco informativos,
consiga-se aumentar o numero de sinapomorfias quimicas (caracter compartilhado
por clados irméos), diminuindo o efeito das homoplasias. Além disso, devido ao fato
da espécie Senecio niveaureus (Asteraceae, Senecioneae), escolhida como grupo
externo por ser morfolégica e geograficamente proxima de Espeletia, apresentar
uma composicdo quimica muito distante deste género, é possivel que esteja
influenciando a topologia e o suporte da arvore, por se tratar de um taxon muito
distante em termos evolutivos do género, minimizando as diferencas interespecificas

nas espécies analisadas.

Tabela 10. Critérios estatisticos obtidos nas analises filogenéticas por maxima
parcimonia (MP) e maximum likelihood (ML).

Critério estatistico MP ML
Comprimento da arvore 15390 15403
indice de consisténcia (IC) 0,1316 0,1315
indice de homoplasia (IH) 0,8684 0,8685
IC apds excluir caracteres ndo informativos 0,1010 0,1009
IH ap6s excluir caracteres néo informativos 0,8990 0,8991
Indice de retencao (IR) 0,4244 0,4239
indice de consisténcia re-escalonado (CR) 0,0558 0,0557

E importante ressaltar que mesmo empregando diferentes tipos de
marcadores moleculares na reconstrucdo da historia evolutiva da subtribo
Espeletiinae, neste grupo de espécies ha um alto indice de homoplasias (variando
entre 0,54 e 0,89 de acordo com o marcador empregado), sendo um fenémeno
comum em Espeletinae (DIAZGRANADOS, 2012; SANCHEZ, 2005). Portanto, é
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necessario escolher caracteres altamente informativos na reconstru¢éo da historia
evolutiva deste grupo. Além disso, ressalta-se que este corresponde ao primeiro
estudo em que se reporta o uso de dados metabolémicos na reconstrucdo da

histéria evolutiva de um organismo.

Embora a distribuicdo de muitos metabdlitos secundarios nas plantas seja
restrita a determinados grupos taxonOmicos, premissa na qual se baseia a
quimiossistematica, € comum que plantas nao relacionadas filogeneticamente entre
si apresentem uma composi¢cdo quimica semelhante. Segundo Wink et al. (2010),
isto pode ser devido a convergéncia evolutiva, transferéncia horizontal de genes ou
a presenca de microrganismos endofiticos. Estes fatores dificultam seriamente
andlises filogenéticas baseadas unicamente em dados quimicos e tém sido a
principal causa do declive na incorporacdo de substancias quimicas em analises
filogenéticas modernas. No entanto, a pesar das limitacbes no uso de metabolitos
secundarios na reconstrucdo da historia evolutiva de um organismo, este tipo de
enfoque é valido na tentativa de entender por que as filogenias baseadas em
substancias quimicas diferem, se for o caso, daquelas baseadas em dados
morfolégicos ou moleculares (CALABRIA et al., 2006). Além disso, em alguns casos
os dados quimicos tém sido Uteis no esclarecimento de relagdes taxonbmicas em
diferentes categorias incluindo tribos, géneros e espécies (ALVARENGA et al.,
2001).

Segundo Larsson (2007), a quimiossistematica moderna envolve um enfoque
multidisciplinar onde a biologia molecular € empregada na construcdo da arvore
filogenética de um individuo, enquanto os caracteres quimicos sdo mapeados nessa
arvore e empregados na reconstrucdo dos caracteres ancestrais, permitindo
determinar a proximidade evolutiva de espécies que produzem e acumulam uma
determinada classe de metabdlitos. Este enfoque apresenta a vantagem de eliminar
a alta variabilidade e convergéncia presentes na construcdo de filogenias
unicamente com base em dados quimicos (REYNOLDS, 2007), além de aportar

informacgdes do por que ou como um determinado taxon evoluiu.
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Figura 43. Arvore de consenso estrito obtida a partir de dados quimicos gerados na andlise de
120 individuos do género Espeletia por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Outgroup: Senecio
nivoaureus (Asteraceae, Senecioneae). Em azul espécies de origem venezuelana e em verde

espécies de origem colombiana.
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Figura 44. Arvore de maximum likelihood obtida a partir de dados quimicos gerados na analise de
120 individuos do género Espeletia por UHPLC-UV-MS (modo negativo). Outgroup: Senecio
nivoaureus. (Asteraceae, Senecioneae). Em azul espécies de origem venezuelana e em verde

espécies de origem colombiana.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, além de se apresentar a primeira revisdo da quimica do
metabolismo secundéario da subtribo Espeletinae (Asteraceae, Millerieae) e
criar um banco de dados especifico para este grupo (ChemEsp), apresenta-se
0 primeiro estudo metabolémico do género Espeletia, sendo estudadas um total
de 61 espécies, nove hibridos, cinco variedades e uma forma (sem considerar
réplicas), totalizando 76 taxons, dos quais 65 foram estudados pela primeira
vez. A metodologia empregada permitiu desreplicar dezenas de substancias
nas espécies analisadas, muitas das quais, de valor guimiotaxonédmico, néo
haviam sido reportadas previamente na subtribo Espeletiinae. Além disso,
revelou-se uma forte influéncia da origem geogréfica na composicdo quimica
das espécies, onde as amostras se agruparam de acordo com seu pais de
origem numa escala global e de acordo com o maci¢o de paramos onde foram
coletadas numa escala regional. Uma analise filogenética efetuada com dados
metabolémicos revelou, embora com pouco suporte, dois principais clados
correspondentes ao pais de origem das espécies, em que as espécies da
Venezuela correspondem ao clado ancestral do género. Este resultado
concorda com a filogenia atual da subtribo Espeletiinae baseada em diversos
marcadores moleculares. Estudos de correlagdo in silico permitiram né&o
apenas identificar as substancias responsaveis pelo agrupamento das espécies
de acordo com sua origem geografica, mas também a criacdo de modelos
capazes de predizer a origem geografica de novos extratos ainda néao
investigados. Isto pode ser de grande utilidade para o esclarecimento de
relacfes taxondmicas e filogenéticas em Espeletia, considerando o alto grau de

endemismo das espécies deste género.
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APENDICE I. Nomes, codigos, locais e datas de coleta das espécies estudadas neste projeto.

Cod. Nome da espécie Pc?)llse?; Estado de coleta Regido de coleta Dcitl?atdae
1 E.annemariana Cuatrec. Coléombia  Boyacéa P. de Siscuinsi. 19/08/2009
2 E.annemariana Cuatrec. Colombia  Boyacéa P. de Siscuinsi. 19/08/2009
3 E. arbelaezii Cuatrec. Coldmbia  Boyaca P. de Huina. 04/09/2009
4  E. arbelaezii Cuatrec. Coldmbia  Boyaca P. de Huina. 05/09/2009
5 E.argentea x E. barclayana Humb. & Bonpl. Cuatrec. Colémbia  Cundinamarca P. de Guerrero 16/12/2007
6 E.argentea fma. phaneractis (S. F. Blake) Cuatrec. ~ Colémbia  Cundinamarca P. de Guerrero. 10/12/2007
7  E.argentea fma. phaneractis (S. F. Blake) Cuatrec. ~ Colémbia  Cundinamarca P. de Guerrero 16/12/2007
8 E.argentea Humb. & Bonpl. Coléombia  Cundinamarca P. de Guerrero 16/12/2007
9 E.ariana S. Diaz & Rodr.-Cabeza Coldmbia  Boyaca P. de Pisba. 09/09/2009
10 E. ariana S. Diaz & Rodr.-Cabeza Colombia  Boyacéa P. de Pisba. 09/09/2009
11 E. aristeguietana Cuatrec. Venezuela Trujillo P. de La Cristalina. 23/07/2010
12 E. aristeguietana Cuatrec. Venezuela Trujillo P. de La Cristalina. 23/07/2010
13 E. azucarina Cuatrec. Colébmbia  Boyaca P. de Huina. 06/09/2009
14 E. azucarina Cuatrec. Coléombia  Boyacéa P. de Huina. 06/09/2009
15 E. barclayana Cuatrec. Coléombia  Cundinamarca P. de Guerrero. 10/12/2007
16 E. barclayana Cuatrec. Colémbia  Cundinamarca P. de Guerrero. 10/12/2007
17 E. barclayana Cuatrec. Colémbia  Cundinamarca P. de Guerrero 16/12/2007
18 E. batata x E. schultzii Cuatrec.Wedd. Venezuela Meérida Sierra de la Culata. 27/10/2009
19 E. batata Cuatrec. Venezuela Mérida Sierra de la Culata. 21/07/2010
20 E. boyacensis x E. lopezii Cuatrec.Cuatrec. Colébmbia  Boyaca P. de Pisba. 10/09/2009
21 E.boyacensis Cuatrec. Coldémbia  Boyacéa SFF de Iguaque. 20/12/2007
22 E. boyacensis Cuatrec. Colombia  Boyacéa P. de La Rusia. 28/12/2007
23 E. boyacensis Cuatrec. Colombia  Boyaca P. de La Rusia. 28/12/2007
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
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. brachyaxiantha S. Diaz

. brachyaxiantha S. Diaz

. brassicoidea Cuatrec.

. brassicoidea Cuatrec.

. cayetana Cuatrec.

. cleefii Cuatrec.

. Cleefii Cuatrec.

. congestiflora Cuatrec.

. conglomerata A. C. Sm.

. crassa Diazgranados

. crassa Diazgranados

. cuniculorum Cuatrec.

. curialensis Cuatrec.

. delicatissima Diazgranados
. delicatissima Diazgranados
. discoidea Cuatrec.

. discoidea Cuatrec.

. dugandii Cuatrec.

. dugandii Cuatrec.

. episcopalis S. Diaz & Rodr.-Cabeza
. estanislana Cuatrec.
. estanislana Cuatrec.
. formosa var. gigantea Diazgranados
. formosa S. Diaz & Rodr.-Cabeza

. frontinoensis Cuatrec.
. frontinoensis Cuatrec.

Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Venezuela
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Coldmbia
Coldmbia
Colébmbia
Colbmbia

Boyaca

Boyaca

Norte de Santander
Norte de Santander
Boyaca

Boyaca

Arauca

Boyaca

Norte de Santander
Boyaca

Boyaca

Mérida

Boyaca
Cundinamarca
Cundinamarca
Boyaca

Boyaca

Norte de Santander
Norte de Santander
Boyaca

Norte de Santander
Norte de Santander
Boyaca

Boyaca

Antioquia
Antioguia

P. de Portachuelos.
P. de Portachuelos.

P. de Fontibon
P. de Fontibon
SFF de Iguaque.
PNN Cocuy.
PNN Cocuy.

P. de La Rusia.

P. de Almorzadero.

P. de La Rusia.
P. de La Rusia.

Sierra de la Culata.

P. de Pisba.
PNN Sumapaz
PNN Sumapaz

. de Huina.
. de Cerrito.
. de Cerrito.
de Pisba.

de Antala.
de Pisba.
. de Pisba.
. del Sol.
. del Sol.

U U U U U U UTUTUTUTDT

. de Portachuelos.

. de Almorzadero.

30/12/2007
30/12/2007
02/10/2009
02/10/2009
20/12/2007
07/01/2008
10/01/2008
28/12/2007
04/10/2009
28/12/2007
28/12/2007
25/10/2009
08/09/2009
18/12/2007
14/08/2009
30/12/2007
06/09/2009
04/10/2009
04/10/2009
08/09/2009
04/10/2009
12/10/2009
08/09/2009
08/09/2009
25/09/2009
25/09/2009
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
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. grandiflora Humb. & Bonpl.
. grandiflora Humb. & Bonpl.
. grandiflora Humb. & Bonpl.
. grandiflora Humb. & Bonpl.
. idroboi Cuatrec.

. idroboi Cuatrec.

. incana Cuatrec.

. incana Cuatrec.

. jajoensis Aristeg.

. jajoensis Aristeg.

. jaramilloi x E. boyacensis S. Diaz Cuatrec.
. jaramilloi S. Diaz

. jaramilloi S. Diaz

. killipii Cuatrec. var. chisacana Cuatrec.

. killipii Cuatrec. var. chisacana Cuatrec.

. litocrassa Diazgranados

. litocrassa Diazgranados

. lopezii Cuatrec.

. lopezii Cuatrec. var. major Cuatrec.

. monguana Diazgranados

. monguana Diazgranados

. multicongestiflora Diazgranados

. murilloi x E. boyacensis Cuatrec.Cuatrec.
. murilloi Cuatrec.

. murilloi var. alba Diazgranados

. murilloi var. alba Diazgranados

Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Venezuela
Venezuela
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Coldmbia
Coldmbia
Colébmbia
Colbmbia

Cundinamarca
Cundinamarca
Cundinamarca
Cundinamarca
Cauca

Cauca

Boyaca
Boyaca
Mérida

Mérida
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Cundinamarca
Cundinamarca
Cundinamarca
Cundinamarca
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Cundinamarca
Boyaca

P. de Cruz Verde.
P. de Cruz Verde.
P. de Cruz Verde.
PNN Chingaza.
P. de San Rafael.
P. de San Rafael.
P. de La Rusia.
P. de Oceta.

El Paramito.

El Paramito.

P. de Pisba.

P. de Pisba.

P. de Pisba.

PNN Sumapaz
PNN Sumapaz
PNN Chingaza.
PNN Chingaza.
PNN Cocuy.

P. de Oceta.

P. de Mongua.

P. de Mongua.

P. de Toquilla - La Sarna.
P. de Santa Rosita.

P. entre Toca y Pesca.

P. de Guacheneque.

P. de Santa Rosita.

15/12/2007
15/12/2007
15/12/2007
22/12/2007
10/08/2011
10/08/2011
28/12/2007
29/12/2007
22/07/2010
22/07/2010
07/09/2009
07/09/2009
08/09/2009
18/12/2007
18/12/2007
22/12/2007
22/12/2007
11/01/2008
29/12/2007
22/08/2009
22/08/2009
17/08/2009
25/08/2009
15/08/2009
21/12/2007
25/08/2009
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77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100 E.
101 E.
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. murilloi var. iguaquei Diazgranados
. hana Cuatrec.

. hana Cuatrec.

. nemekenei Cuatrec.

. nemekenei Cuatrec.

. occidentalis A. C. Sm.

. occidentalis A. C. Sm.

. oirensis Diazgranados

. oswaldiana S. Diaz

. paipana x E. murilloi S. Diaz & Pedraza Cuatrec.
. paipana S. Diaz & Pedraza

. paipana S. Diaz & Pedraza

. pescana (Diaz S.) S. Diaz

. pescana (Diaz S.) S. Diaz

. pisbana S. Diaz & Rodr.-Cabeza

. praefrontina Cuatrec.

. praefrontina Cuatrec.

. roberti Cuatrec.

. roberti Cuatrec.

. rositae Cuatrec.

. saboyensis Diazgranados

. saboyensis Diazgranados

. schultesiana

. schultzii x Co. moritziana x E. weddellii Cuatrec.

schultzii x E. jajoensis Wedd. Aristeg.
schultzii Wedd.

Colémbia
Venezuela
Venezuela
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Coldmbia
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Boyaca

Barinas

Trujillo

Boyaca

Boyaca

Antioquia
Antioquia

Norte de Santander
Boyaca

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Antioguia
Antioquia

Norte de Santander
Norte de Santander
Boyaca

Boyaca

Boyaca

Narifio o Putumayo
Mérida

Mérida

Mérida

SFF de Iguaque.

. de La Rusia.

de La Rusia.

de Belmira.

de Belmira.

de Tama.

de la Sarna

de Palermo.

de Palermo.

de Palermo.

de Oceta.

de Ongota.

de Pisba.

del Sol.

del Sol.

de Jurisdicciones
de Jurisdicciones
. de Huina.

Z U UUUUUDUUUDUUUUUTUTTUUTUTUTUTIT

1.
Sierra de la Culata.

P. de Santo Domingo

Sierra de la Culata.

. al Sur/Este de Niquitao.
. de la Teta de Niquitao

. de las Antenas de Telecém
. de las Antenas de Telecém

20/12/2007
28/12/2009
29/12/2009
28/12/2007
28/12/2007
23/09/2009
23/09/2009
15/10/2009
19/08/2009
04/09/2009
04/09/2009
04/09/2009
29/12/2007
20/08/2009
08/09/2009
25/09/2009
25/09/2009
10/10/2009
10/10/2009
06/09/2009
02/09/2009
02/09/2009
N.I.

27/10/2009
29/10/2009
27/10/2009
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102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
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. schultzii Wedd.

. semiglobulata Cuatrec.

. standleyana A. C. Sm.

. standleyana A. C. Sm.

. steyermarkii Cuatrec.

. steyermarkii Cuatrec.

. summapacis Cuatrec.

. summapacis Cuatrec.

. susensis Diazgranados

. tenorae x E. schultzii Aristeg. Wedd.
. tenorae cf. Aristeg.

. tetrarbelaezii Diazgranados
. toquensis Diazgranados

. totensis Diazgranados

. tunjana Cuatrec.

. ulotricha Cuatrec.

. uribei Cuatrec.

. uribei Cuatrec.

. weddellii Sch. Bip. ex Wedd.

Venezuela
Venezuela
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Venezuela
Venezuela
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Colémbia
Venezuela
Colémbia
Colémbia
Venezuela

Mérida

Mérida

Santander

Norte de Santander
Norte de Santander
Norte de Santander
Cundinamarca
Cundinamarca
Boyaca

Trujillo

Trujillo

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Trujillo
Cundinamarca
Cundinamarca
Mérida

Sierra Nevada de Mérida.
Sierra de la Culata.

P. de Berlin

P. de Almorzadero.

SubP. y P. azonal del Carbén
SubP. y P. azonal del Carbon

PNN Sumapaz

PNN Sumapaz

P. de Suse

P. de la Teta de Niquitao.
P. de la Teta de Niquitao.
Guina-Guantiva

P. entre Toca y Pesca.

P. de Toquilla - La Sarna.
P. entre Toca y Pesca.

P. de Jabon

PNN Chingaza.

PNN Chingaza.

Sierra de la Culata.

28/10/2009
21/07/2010
01/10/2010
04/10/2009
03/10/2009
03/10/2009
14/08/2009
14/08/2009
16/08/2009
29/12/2009
29/12/2009
12/01/2008
15/08/2009
17/08/2009
15/08/2009
23/12/2009
22/12/2007
22/12/2007
27/10/2009

N.l., ndo informado
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APENDICE II. Parametros utilizados no software MZmine.

Importacdo dos dados: Uma vez gerados os dados das analises por UHPLC-
UV-MS em formato .raw, foi feita a separacao dos modos de detecgao positivo
e negativo no software RecalOffline — Xcalibur. Posteriormente, os dados foram
transformados no formato .mzXML usando o software MassMatrix File
Conversion (Case Western Reserve University) ou inseridos diretamente em

formato .raw no MZmine.

1. Raw data methods - Peak detection
1.1 Mass detection:
Mass detector: Exact
Noise level: 1,0E6
1.2FTMS shoulder peaks filter:
Mass resolution: 70.000
Peak model function: Lorentzian extended
1.3Chromatogram builder:
Min time span (min): 0.3
Min height: 1.1E6
m/z tolerance: 0.002 (absolute)
m/z tolerance: 5 ppm (relative)
2. Peak list methods - Peak detection
2.1 Chromatogram deconvolution:
Algorithm: Local minimum search
Chromatographic theshold: 5%
Search minimum in RT range (min): 0.2
Minimum relative height: 15%
Minimum absolute height: 1.1E6
Min ration of peak top/edge: 5
Peak duration range (min): 0,3 — 10
3. Peak list methods - Isotopes
3.1lIsotopic peaks grouper:

m/z tolerance: 0.002 (absolute)
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m/z tolerance: 5 ppm (relative)
Retention time tolerance: 0.2
Maximum charge: 3
Representative isotope: Most intense
4. Peak list methods - Alighment
4.1 Joint aligner:
m/z tolerance: 0.002 (absolute)
m/z tolerance: 5 ppm (relative)
Weight for m/z: 15
Retention time tolerance: 0.2 - absolute (min)
Weight for RT: 10
Isotope m/z tolerance: 0.002
Minimum absolute intensity: 1.1E6
Minimum score: 65%
5. Peak list methods — Gap filling
5.1Peak finder:
intensity tolerance: 1%
m/z tolerance: 0.002
Retention time tolerance: 0.2 - absolute (min)
6. Peak list methods — Identification
6.1 Adduct search (positive mode):
[M+Na-H] 21.9825 m/z
[M+K-H] 37.9559 m/z
[M+Mg-2H] 21.9694 m/z
[M+NH3] 17.0265 m/z
[M+ACN+H] 41.0270 m/z
m/z tolerance: 0.002 (absolute)
m/z tolerance: 5 ppm (relative)
Max relative adduct peak height: 50%
Obs: No modo de deteccao negativo sdo considerados os adutos [M+CI+H]
35.9774 m/z e [M+ACN+H] 41.0270 m/z
6.2 Complex search (positive mode):

lonization method: [M+H]+
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Retention time tolerance: 0.2 - absolute (min)
m/z tolerance: 0.002 (absolute)
m/z tolerance: 5 ppm (relative)
Max complex peak height: 50%
Obs: No modo de detecgdo negativo é considerado o método de ionizacéo
[M-H]-
6.3 Custom database search:
Database file: (Banco de dados em formato .csv)
Field order: (de acordo a ordem do banco de dados)

m/z tolerance: 0.002
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APENDICE lIl. Parametros utilizados para selecéo de atributos e construcéo da

arvore de decisao J48 no software Weka.

1. Selecéo de atributos por algoritmos genéticos.
Attribute evaluator: CfsSubsetEval
Search Method: GeneticSearch
CrossoverProb: 0.6
MaxGenerations: 100
MutationProb: 0.033
PopulationSize: 120
ReportFrequency: 20

Seed: 1

2. Construcédo da arvore de decisao J48.
Classifier: J48

BinarySplits: False
ConfidenceFactor: 0.25

Debug: False

MinNumObj: 2

NumFolds: 3
reducedErrorPruning: False
SavelnstanceData: False

Seed: 1

subtreeRising: True

Unpruned: True

Uselaplace: False

2.1 Test options.

Percentage split: 66%



APENDICE IV. Grupos de treino e teste para predicéo e validacdo do modelo
por OPLS-DA.

Espécies empregadas no grupo de treino:

Cod. Nome Cordilheira de origem

1 E.annemariana Cordilheira Oriental

4 E. arbelaezii Cordilheira Oriental

8 E. argentea Cordilheira Oriental

10 E. ariana Cordilheira Oriental

11 E. aristeguietana Venezuela

14 E. azucarina Cordilheira Oriental

16 E. barclayana Cordilheira Oriental

18 E. batata x E. schultzii Venezuela

21 E. boyacensis Cordilheira Oriental

25 E. brachyaxiantha Cordilheira Oriental

26 E. brassicoidea Cordilheira Oriental

28 E. cayetana Cordilheira Oriental

30 E. cleefii Cordilheira Oriental

32 E. conglomerata Cordilheira Oriental

33 E.crassa Cordilheira Oriental

35 E. cuniculorum Venezuela

36 E. curialensis Cordilheira Oriental

38 E. delicatissima Cordilheira Oriental

40 E. discoidea Cordilheira Oriental

43 E. episcopalis Cordilheira Oriental

45 E. estanislana Cordilheira Oriental

46 E.formosa var. gigantea Cordilheira Oriental

48 E. frontinoensis Cordilheira Central e Ocidental
49 E. frontinoensis Cordilheira Central e Ocidental
50 E. grandiflora Cordilheira Oriental

51 E. grandiflora Cordilheira Oriental

55 E. idroboi Cordilheira Central e Ocidental
57 E.incana Cordilheira Oriental

58 E. jajoensis Venezuela

59 E. jajoensis Venezuela

60 E. jaramilloi x E. boyacensis Cordilheira Oriental

61 E. jaramilloi Cordilheira Oriental

62 E. jaramilloi Cordilheira Oriental

63 E. killipii var. chisacana Cordilheira Oriental

64 E. killipii var. chisacana Cordilheira Oriental

65 E. litocrassa Cordilheira Oriental

66 E. litocrassa Cordilheira Oriental

67 E. lopezii Cordilheira Oriental

68 E. lopezii var. major Cordilheira Oriental
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69
70
71
72
73
74
75
76
79
80
81
82
83
84
85
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88
89
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93
94
95
96
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98
99
101
102
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107
108
109
110
111
112
114
115
116
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. monguana
. monguana

. multicongestiflora
. murilloi x E. boyacensis
. murilloi

. murilloi var. alba

. murilloi var. alba

. murilloi var. alba

. nemekenei

. nemekenei

. occidentalis

. occidentalis

. oirensis

. oswaldiana

. paipana x E. murilloi
. paipana

. pescana

. pescana

. pisbana

. roberti

. roberti

. rositae

. saboyensis

. saboyensis

. schultesiana

. schultzii x Co. moritziana x E. ellii
. schultzii

. schultzii

. semiglobulata

. standleyana

. standleyana

. steyermarkii

. summapacis

. summapacis

. susensis

. tenorae x E. schultzii
. tenorae cf.

. toquensis

. totensis

. tunjana

. uribei

. uribei

. ellii

Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental

Cordilheira Central e Ocidental
Cordilheira Central e Ocidental

Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental

Cordilheira Central e Ocidental

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Venezuela
Venezuela
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Cordilheira Oriental
Venezuela




Espécies empregadas no grupo de teste:

Cod. Nome Cordilheira de origem
2 E.annemariana Cordilheira Oriental
3 E. arbelaezii Cordilheira Oriental
5 E. argentea x E. barclayana Cordilheira Oriental
6 E. argentea fma. phaneractis Cordilheira Oriental
7 E. argentea fma. phaneractis Cordilheira Oriental
9 E.ariana Cordilheira Oriental
12 E. aristeguietana Venezuela
13 E. azucarina Cordilheira Oriental
15 E. barclayana Cordilheira Oriental
17 E. barclayana Cordilheira Oriental
19 E. batata Venezuela
20 E. boyacensis x E. lopezii Cordilheira Oriental
22 E. boyacensis Cordilheira Oriental
23 E. boyacensis Cordilheira Oriental
24  E. brachyaxiantha Cordilheira Oriental
27 E. brassicoidea Cordilheira Oriental
29 E. cleefii Cordilheira Oriental
31 E. congestiflora Cordilheira Oriental
34 E.crassa Cordilheira Oriental
37 E. delicatissima Cordilheira Oriental
39 E. discoidea Cordilheira Oriental
41 E. dugandii Cordilheira Oriental
42 E. dugandii Cordilheira Oriental
44 E. estanislana Cordilheira Oriental
47 E. formosa Cordilheira Oriental
52 E. grandiflora Cordilheira Oriental
53 E. grandiflora Cordilheira Oriental
54 E. idroboi Cordilheira Central e Ocidental
56 E.incana Cordilheira Oriental
77 E.nana Venezuela
78 E.nana Venezuela
87 E. paipana Cordilheira Oriental
91 E. praefrontina Cordilheira Central e Ocidental
92 E. praefrontina Cordilheira Central e Ocidental
100 E. schultzii x E. jajoensis Venezuela
106 E. steyermarkii Cordilheira Oriental
113 E. tetrarbelaezii Cordilheira Oriental
E

117

. ulotricha

Venezuela

101
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APENDICE V. Substancias puras injetadas no UHPLC-UV-MS.

Substancia Massa exata uv

1 Acido caféico 180.04226 299, 320

2 Acido 5-O-(E)-cafeoilquinico 354.09508 299, 325

3 Acido p-coumarico 164.04734 274, 310

4 Acido quinico 192.06339 -

5 Acido ferdlico 194.05791 298, 321

6 Rutina 610.15338 260, 2990m, 350
7 Quercetina 302.04265 255, 2990m, 367
8 Acido protocatecuico 154.02661 -

9 Acido 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinico  516.12678 299, 325

10 Acido 4,5-di-O-(E)-cafeoilquinico  516.12678 299, 325

11 Acido 3-O-(E)-cafeoilquinico 354.09508 299, 325

12 Acido 3,4-di-O-(E)-cafeoilquinico  516.12678 299, 325

13 Tagitinina C 348.15729 229, 255

14 Budleina A 374.13655 231, 265

16 Quercetrina 448.10056 262, 2990m, 351
17 Afizelina 432.10565 -

18 Acido trans-fertlico 194.05791 -

20 Quercetina 3-galactosideo 464.09548 290, 348

21 3-Metoxiquercetina 316.22058 260, 2920m, 353

om: ombro
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ANEXO I. Arvores filogenéticas da subtribo Espeletiinae.

1001100/100 s Nodsga8
N

e . pyramidalis 3717~
S.panicspa M3

28/100/10 Q100
grifini 3084
: i
) panvuius 3060
Ea insigis 3863
5_:"“00 E. muiicongsatifiora 3751 (0. nov.)
Ea diazi 3897 (sp. nov.)
v aaos10 Es. £ 3844
Q100200 E2 sanandersnas 3841
95 Es. cakdasi 001
: 0188100 82300100 Ea. rabanglensis 3501
0754100
Qo700
00100

iana CamaSN
g e
5 v 19 {v. nov.)
o o e 80

Carramboa e ;sgm“"‘w“m‘“?m,

Support %

Coespeletia i ng:“”gz‘%?if& )
== 98-100% Espeletia = .

= 90-97%
= 70-89%
—_— 60-69%
— 50-59% Ruilopezia

Espeletiopsis

Libanothamnus

Paramiflos

Tamania

n
E craeea 3954 (sp. nov.)
STE1ROME crasea 3646 (sp. nov.)

Figura 1. Arvore filogenética da subtribo Espeletiinae obtida com base nos marcadores
moleculares ETS, ITS e rpll6. Abreviacdes dos géneros: S., Smallanthus; Ca., Carramboa; C.,
Coespeletia; E., Espeletia; Es., Espeletiopsis; L., Libanothamnus; P., Paramiflos; R., Ruilopezia;
T., Tamania. Géneros indicados em diferentes cores (Fonte: Diazgranados, 2012).
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Figura 2. Arvore filogenética da subtribo Espeletiinae obtida com base nos marcadores
moleculares ETS, ITS, rpll6 e AFLPs. Abreviacbes dos géneros: S., Smallanthus; Ca.,
Carramboa; C., Coespeletia; E., Espeletia; Es., Espeletiopsis; L., Libanothamnus; P., Paramiflos;
R., Ruilopezia; T., Tamania. Principais paramos indicados em diferentes cores (Fonte:

Diazgranados, 2012).



