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Estudo da diversidade genética e quimica e produc¢ao do epimero do acido caurendico em
calos de Croton antisyphiliticus Mart.

Autora: Bidloga Taice Gongalves de Oliveira
Orientadora: Prof*. Dr*. Ana Maria Soares Pereira
Co-orientadora: Prof®. Dr*. Bianca Waléria Bertoni

RESUMO

Croton antisyphiliticus Mart. ex M. Arg. ¢ uma planta medicinal nativa do Cerrado,
utilizada na medicina popular para infecgdes do aparelho urogenital. Os objetivos deste
trabalho foram estabelecer a cultura de calos, avaliar a variabilidade genética e quimica em
populagdes naturais de C. antisyphiliticus, usando marcadores moleculares AFLP e quantificar
por HPLC o 4cido ent-kaur-16-en-18-oico em folha, raiz e calos. Para inducdo de calogénese
foi utilizado segmento de caule e folhas, inoculados em meio MURASHIGE e SKOOG
suplementenda com auxinas AIB, ANA e 2,4-D. A avaliacdo da diversidade genética e
quimica foi realizada a partir de acessos coletados nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, e
Goiés. A genotipagem dos individuos foi realizada no equipamento 4300 DNA Analyser LI-
COR®. O maior rendimento no teor do acido ent-kaur-16-en-18-oico (38,54%) foi obtido no
meio de cultivo suplementado com 4mg/L de 2,4-D no trigésimo sexto dia. O marcador
molecular AFLP foi eficiente para caracterizar a variabilidade genética em populagdes de C.
antisyphiliticus, a variabilidade dentro delas foi maior do que entre as mesmas e o valor do
Fst foi 0,3830 evidenciando que as populacdes estdo altamente estruturadas. A maior
porcentagem de locus polimorficos (92,16%) e a maior diversidade genética foi encontrada
nos acessos da populagdo de Pratinha. O fluxo génico foi considerado restrito (Nm= 1,18) e
ndo houve correlagdo entre distancias genéticas e geograficas. A diversidade quimica
encontrada entre e dentro das populagdes foi relacionada tanto a fatores genéticos, quanto
ambientais sendo a producdo do &cido ent-kaur-16-en-18-oico mais viavel por cultura de

tecido do que a partir de plantas coletadas in situ.

Palavras-chaves: Euphorbiaceae, Planta medicinal, Cerrado, conservacao, AFLP, Li-Cor.



Study of genetic diversity and chemical and production of the epimer of kaurenoic acid in
Croton antisyphiliticus callus Mart. Botucatu, 2015. 91f. Tese (Doutorado em
Agronomia/Horticultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual

Paulista.

Author: Taice Gongalves de Oliveira
Adviser: Ana Maria Soares Pereira

Co-advisor: Bianca Waléria Bertoni

SUMMARY

Croton antisyphiliticus Mart. ex M. Arg. is a medicinal plant native of the Cerrado, used in
folk medicine for the urogenital tract infections. The aim of this study were to establish callus
culture, evaluate the genetic and chemistry variability in natural populations of C.
antisyphiliticus using AFLP molecular markers and quantify by HPLC the ent-kaur-16-en-18-
oico acid in leaf, root and callus. For callus induction was used stem segments and leaves,
inoculated in Murashige and Skoog supplementend with auxin IBA, NAA and 2,4-D. The
genetic diversity and chemistry was performed from accesses collected in the states of Minas
Gerais, Sao Paulo and Goias. The genotyping of individuals was held in 4300 DNA Analyzer
equipment LI-Cor®. The highest yield the acid content Kaur-ent-16-en-18-oic acid (38,54)
was obtained in the culture medium supplemented with 4 mg/l 2,4-D in the thirty-sixth day.
The AFLP molecular marker was efficient to characterize the genetic variability in populations
of C. antisyphiliticus. The variability within populations was greater than between them and
the value of Fst was 0.3830 showing that the populations are highly structured. The highest
percentage of polymorphic loci (92.16%) and the greatest genetic diversity was found in the
access of the population of Pratinha. Gene flow was considered restricted (Nm = 1.18) and
there was no correlation between genetic and geographic distances. The chemical diversity
found among and within populations was related both the genetic factors and environmental,
and production of ent-kaur-16-en-18-oic acid by tissue culture was most viable than from
plants collected in situ.

Keywords: Euphorbiaceae, medicinal plant, Cerrado, conservation, AFLP, Li-Cor.



1. INTRODUCAO

A espécie Croton antisyphiliticus que pertence a familia
Euphorbiaceae ¢ utilizada popularmente para tratamento de diversas doengas do trato
urogenital e as atividades farmacologicas atribuidas as substancias isoladas sdo um forte
indicio de comprovagao das atividades preconizadas por dados etnofarmacologicos.

Um dos principais problemas encontrados em plantas da familia
Euphorbiaceae ¢ a propagagdo por semente, muitas das quais apresentam dificuldade no
processo inicial de germinacdo, ou seja, dorméncia, causada por impedimentos mecanico,
quimico, térmico e/ou fisiologico. Entre as alternativas que podem ser utilizadas para superar
as dificuldades encontradas, com espécies desta familia, quanto a propagacdo ¢ a cultura de
células e tecidos quando se visa a multiplicacdo em larga escala e a produgdo de compostos
bioativos de interesse.

As raizes da espécie sdo a parte do vegetal utilizada para a produgdo
do fitoterapico o que compromete a conservagdo da espécie, visto que a planta inteira precisa
ser coletada para retirar a parte de interesse. Além da utilizagdo extrativista, a fragmentacdo do
Cerrado também contribui para a perda da diversidade genética da espécie.

Na atualidade as estratégias de conservagao de espécies ameagadas ou
vulnerdveis utilizam técnicas de biologia molecular, como o marcador AFLP, que mostram

como as populacdes estdo estruturadas, contribuindo para o estabelecimento de critérios de



selecdo de acessos que representem a diversidade da espécie.

Diante do exposto fica evidente a necessidade de se estabelecer
estudos multidisciplinares com a espécie Croton antisyphiliticus, afim de trazer informagdes
seguras que possibilite o uso de forma sustentdvel e a ampliagdo do conhecimento da
diversidade genética e quimica da espécie, estabelecendo estratégias de manejo e conservacao

da mesma.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Género Croton

A familia Euphorbiaceae ¢ composta de cerca de 8000 espécies,
distribuidas em 317 gé€neros representada nas regides tropicais e temperadas de todo o planeta
(SATIRO e ROQUE, 2008). Os géneros estdo agrupados em 29 tribos, 19 subtribos e 6
subfamilias (MOBOT, 2009).

Levantamentos floristicos, realizados no Brasil, mostram que a familia
Euphorbiaceae ¢ uma das mais ricas em numero de espécies, com cerca de 940, distribuidas
em aproximadamente 63 géneros. No Estado de Sao Paulo a familia esta representada por 37
géneros e cerca de 160 espécies (CORDEIRO, 2015), além disso, ¢ considerada uma das
familias de maior importancia economica (FRANCA, 1997; CARNEIRO et al., 2002).

O género Croton L. ¢ o segundo maior e mais diverso da familia
Euphorbiaceae, somando mais da metade das espécies da subfamilia, cerca de 1.200,
distribuidas predominantemente no continente americano (LIMA e PIRANI, 2008). O Brasil ¢
um dos principais centros de diversidade do género, com cerca de 300 espécies, que esta
representado nos mais variados ambientes e tipos vegetacionais (BERRY et al., 2005; SILVA
et al., 2010).

O reduzido ntimero de estudos com o género Crofon deve-se a sua



complexidade taxonomica, o que tem levado alguns autores a considera-lo como “género
problema” (LIMA e PIRANI, 2008). Apesar disso, recentemente, alguns trabalhos tém sido
publicados enfatizando os aspectos da distribui¢do geografica e chaves de identificacao
(CARUZO e CORDEIRO, 2007; BINGTAO et al, 2008; LIMA e PIRANI, 2008;
MEDEIROS et al., 2008; SATIRO ¢ ROQUE, 2008; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010).

2.2. Croton antisyphiliticus

2.2.1. Taxonomia

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal
Classe: Magnoliopsida Brongn.
Ordem: Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoidae Johannes Miiller Argoviensis [Miill. Arg.]
Tribo Crotoneae (Blume) Miill. Arg.
Género Croton (L.) Miill. Arg.
Secdao Eucroton Miill. Arg.
Espécie Croton antisyphiliticus Mart. (FLORA BRASILIENSIS, 2010)

2.2.2. Descricio Botanica e habitat

A espécie Croton antisyphiliticus Mart. (Figura 1), conhecida
popularmente como pé-de-perdiz, minuano, canela-de-perdiz, alcanforeira, erva-mular,
alcanfora e cocaleira (MOREIRA, 1862; OLIVEIRA, 1854; CASTRO, 1878 apud FENNER,
2006; FORZZA et al., 2010) ¢ um subarbusto ou erva de 0,3 — 0,6 metros, pilosa, caule verde
fosco a alaranjado (CHAVES, 2006; MUNHOZ e FELFILI, 2007; PAULA, et al., 2009), de
ramos lenhosos, folhas lanceoladas, alternas, separadas por entrenos, eretas apoiadas por

peciolos; as flores sdo unissexuais, dispostas no &apice dos ramos em inflorescéncias



espiciformes, floresce de outubro a novembro; os frutos sdo do tipo capsula e frutifica de

novembro a dezembro (CHAVES, 2006; FELFILI et al., 2007; SAINT-HILAIRE, 2009).

Figura 1: Planta de Croton antisyphiliticus no habitat natural.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.3. Distribuicao geografica da espécie

C. antisyphiliticus ocorre nos estados de Tocantins, Mato Grosso,
Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e no Distrito Federal. E uma espécie
nativa do bioma Cerrado, encontrada nas regides de campo limpo, campo sujo, campos
rupestres e bordas de matas. Ocorre na forma de reboleira ou formando moitas, mas também
isolada (CHAVES, 2006; FELFILI et al, 2007, MEDEIROS et al., 2008; FARMACOPEIA
POPULAR DO CERRADO, 2009; FORZZA et al., 2010).

2.2.4. Etnobotanica e etnofarmacologia



A espécie C. antisyphiliticus é citada em levantamentos etnobotanicos
como uma das plantas mais utilizadas por comunidades regionais (SILVEIRA et al., 2008). As
raizes e folhas sdo usadas na forma de decoctos e garrafadas, no tratamento de colicas,
reumatismos, contra sifilis, contra fungos, ulceras e inflamagdes, em especial das vias
urogenitais (VILA VERDE et al., 2003; (MOREIRA, 1862; OLIVEIRA, 1854; CASTRO,
1878 apud FENNER, 2006); TRESVENZOL et al., 2006; CAVECHIA ¢ PROENCA, 2007;
SILVA et al., 2009).

2.2.5 Atividade farmacoléogica

Estudos abordando a farmacologia de C. antisyphiliticus sdo escassos e
limitados as atividades antimicrobiana, citotoxica e anti-inflamatéria. Carvalho (2013) avaliou
a acdo dos extratos de folhas e caule da espécie frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Acinetobacter baumannii e obteve inibicdo de todos esses micro-organismos. Outro
estudo com atividade antimicrobiana foi realizado por Nader et al. (2010) que evidenciaram a
acdo inibitéria e bactericida in vitro dos extratos cloroformico e hexanico de C.
antisyphiliticus sobre Staphylococcus aureus, causadora da mastite bovina.

A acdo dos extratos de C. antisyphiliticus também foi avaliada em
c€lulas tumorais, mostrando-se citostatico para MCF-7 (mama) e citotoxico para TK-10
(renal) (CARVALHO, 2013). Além do extrato, o diterpeno &cido ent-kaur-16-en-18-oic,
isolado das folhas da espécie, foi avaliado quanto a citotoxicidade em células de melanoma
murino (B-16), célon do tutero (HeLa) e fibroblasto (3T3). No entanto, o epimero nao foi
seletivo entre as linhagens de células tumorais e normais ( FERNANDES et al., 2013).

Estudo realizado por Reis (2013) mostrou, em camundongos, que o
extrato de C antisyphiliticus reduziu a inflamacdo e a concentragdo dos mediadores pro-
inflamatérios Oxido nitrico (NOx), Teor de Necrose tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina-17
(IL-17).

Apesar do reduzido nimero de trabalhos para a espécie C.
antisyphiliticus, ha uma vasta bibliografia para o género Croton quanto a atividade

farmacologica e fitoquimica (Tabelas 1 e 2).



Tabela 1: Espécies do género Croton com atividade antimicrobiana.

Autor Espécie Uso Micro-organismos Resultados

Candida albicans

. Aspergillus niger
Extrato metanolico p & &
Microsporum ssp.
da casca do caule o
Penicillium spp.

Staphylococcus aureus (NCTC 6571)

Abo et al., . Salmonellc.z bphosa Inibiu o crescimento de todos os
C. zambisicus Pseudomonas aeruginosa (NCTC 6750) . .
1999 . i micro-organismos testados.
Shigella dysenteriae
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli (NCTC 9750)
Proteus mirabilis
Bacillus subtilis e Bacillus megaterium
Escherichia coli (ATCC 25922)
Staphylococcus aureus (ATCC 12624) Oleo do caule Inibiu o
Almeida et Oleo das folhas e Bacillus cereus (ATCC 33018) crescimentf) de todos os micro-
al. 2013 C. campestres caule Pseudomonas aeruginosa (ATCC ~ organismos testados;
’ 15442) Oleo de folhas inibiu apenas S.
Proteus vulgaris (ATCC 133155) aureus e E. colli.
Lactobacillus casei (ATCC 4646)
Streptococcus sobrianus (ATCC 27609)
Alviano et C. cajucara o0leo essencial das S;};Zl; ;Z;iZZZ’ZZZZ:gES;Ef A2”1§é7CS) Inibiu o crescimento de todos os
al., 2005 ’ folhas micro-organismos testados

43146)
Staphylococcus aureus (ATCC 49456)
Candida albicans (ATCC 51501)

Continuagao Tabela 1...




Autor Espécie Uso Micro-organismos Resultados
, . Staphyl MRSA BMB o .
Azevedo et , Oleo essencial das aphylococcus aureus ( Inibiu o crescimento de todos os
al., 2012 C. cajucara folhas 9393) micro-organismos testados
N Candida albicans (ATCC 36802) &
Staphylococcus aureus
Escherichia coli o .
Carvalho, . o Extratos brutos e ) . Inibiu o crescimento de todos os
C. antisyphiliticus . Acinetobacter baumanii . .
2013 fracoes . micro-organismos testados
Bacillus cereus
, higell i (ATCC 12022 ao de S. typhimurium.
Costa et al., C. zehntneri Oleo essencial das Shigella flexneri ( ,CC . ) Com excegao. e 5. bp z.murzum
2008 variedade estracol folhas Salmonella typhimuruim todos 0s micro-organismos
& (BM/PANAMA-T12) testados foram inibidos.
Escherichia coli (ATCC 25922)
Staphylococcus aureus (ATCC 10390)
Streptococus f-haemolyticus (ATCC
6314)
. ) O ¢6leo essencial de C.
) dez estirpes de Mycrosporum canis )
C. nepetaefolius , . . . : ; nepetaefolius e C.
Fontenelle c nvlloid Oleo essencial das cinco estirpes de Candida albicans nvlloides inibiu M )
. argyro oides argyro oides u M. canis;
et al., 2008 £yropiy folhas trés estirpes de Candida tropicalis syropiy

Freixa et al.,
1998

Gurgel et
al., 2005

C. zehntneri

C. zehntneri

C. urucurana

Extrato metanolico e

diclorometano das
folhas

Latex

T. mentagrophytes (CECT 2795)
Mycrosporum gyspseum (CECT 2908)

Tricophyton mentagrophytes
Tricophyton tonsurans
Tricophyton rubrum
Mycrosporum canis
Epidermophyton floccossum

O oleo de C. zehntneri inibiu
Candida ssp. € M. canis.
Extrato diclorometano inibiu
todos 0s micro-organismos
testados.

Inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos testados

Continuagao Tabela 1...

10



Autor Espécie Uso Micro-organismos Resultados
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Leoén e Extrato Escherichia coli (ATCC 25922) Extrato alcodlico inibiu S
Santiago, C. lechleri hidroalcdolico e Pseudomonas aeruginosa (ATCC '
2007 alcoolico do latex 27853) aurets.

Oliveira et
C. urucurana

al., 2008
Peres et al., C urucur
1997 . urucurana
Portillo et C. urucurana C.
al., 2001 gracilipes
Saraswaty
etal. 2012 C. argyratus
Silva et al., .
2011 C. sonderianus

Latex, extrato das
folhas e da
entrecasca

Extrato metanolico
da casca

Extrato aquoso,
metano e
diclorometano das
folhas

Extrato acetOnico €
metanol da casca do
caule

Extrato etandlico das
folhas

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Escherichia coli (ATCC 25922)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853)

Staphylococcus aureus (ITAL 001)
Salmonella typhimurim (FTPTAT 1035)

Tricophyton mentagrophytes (CECT

2795)

Mycrosporum gyspseum (CECT 2908)

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus mitis (ATCC9811)

Streptococcus mutans (ATCC25175)
Streptococcus sanguis (ATCC10557)
Streptococcus sobrianus (ATCC27609)
Streptococcus salivaris (ATCC9811)

Candida albicans (ATCC 10231)

Com excecao E. coli todos os
micro-organismos testados foram
inibidos;

Latex mais eficiente que os
extratos.

Inibiu o crescimento de S.
aureus.

Extrato diclorometano inibiu 7.
mentagrophytes;
Extrato aquoso inibiu M.
gyspseum.

Inibiu S. aureus; B. subtilis; P.
aeruginosa

Inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos testados

Continuagao Tabela 1...
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Autor

Espécie

Uso

Micro-organismos

Resultados

Silva Jr. et
al., 2009

Souza et al.,
2006

Thongtan et
al., 2003

C. urucurana

C. cajucara

C. kongensis

Latex

Oleo fixo da casca
do caule

Extrato das folhas

Candida krusei (ATCC 6258)
Candida tropicalis (ATCC 750)
Candida parapsilosis (ATCC 22019)
Candida glabrata (ATCC 90030)
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763)
Cryptococcus neoformans
(ATCC32264)

Aspergillus niger (ATCC 16404)
Aspergillus flavus (1AL 552)
Aspergillus fumigatus (IAL 640)
Microsporum canis (1AL 578)
Microsporum gypseum (1AL 579)
Tricophyton mentagrophytes (IAL 581)
Tricophyton tonsurans (1AL 592)
Tricophyton rubrum (1AL 612)
Epidermophyton floccossum (IAL 577)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Staphylococcus epidermides (ATCC
1228)

Streptococcus pyogenes (ATCC 19615)
Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Fusarium oxysporum
Rhizoctonia solani
Sclerotium rolfsii

Mycobacterium tuberculosis (H37 Ra)

Inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos testados

Inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos testados.

Inibiu M. tuberculosis

Continuagao Tabela 1...
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Autor Espécie

Uso

Micro-organismos

Resultados

Van
Vuuren;
Naidoo,

2010

C. gratissimus

Vinayaka et

al., 2013 C. gibsonianus

Oleo essencial das
folhas

Extrato metanolico
das folhas

Candida albicans (ATCC 10231)
Trichomonas vaginalis clinica
Oligella ureolytica (ATCC 43534)
Ureaplasma urealyticum clinica
Neisseria gonorrhoeae (ATCC19424)
Gardnerella vaginalis (ATCC 14018)

Staphylococcus aureus (MTCCC902)
Escherichia coli (MTCC 405)
Pseudomonas aeruginosa (MTCC
1934)

Tricophytum rubrum (MTCC 3272)
Candida albicans (MTCC 4748)
Aspergillus niger (MTCC 1884)
Chrysosporum indicum (MTCC 4965)

Inibiu N. gonorrhoeae e G.
vaginalis

Inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos testados.

Tabela 2: Plantas do género Croton com atividade citotoxica

13
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CITOTOXICO
Autor Espécie Uso Linhagens Resultados
Almeida et : . ~ . . s
al. 20032 C. cajucara Casca Fibroblasto de pulmao (V79) e hepatdcitos Apresentou efeitos citotoxico.
Coélon do utero (HeLa), colo retal (SW-
Alfonso- Extrato 480), mama (MDA-MB-231), e do figado e ,
. 1 . s Apresentou efeito citotoxico em células
Castro et al., C. lechleri metanolico das (HepG2), carcinomas de queratindcitos HeLa
2012 folhas humanos imortalizados (HaCaT), ovario
(SKOV-3) e da prostata (DU-145),
Bezerra et al., . Oleo das folhas e HL-60(leucemia), O ¢leo apresentou citotoxicidade para HL-60
2009 C. regelianus ascaridole MDA-MB-435(melanoma), e SF-295. Ascaridole para HCT-8 e HL-60
SF295(cérebro), HCT-8(c6lon) ’ ’
Carvalho, . s o Apresentou efeitos citotoxico para TK-10 e
2013 C. antisyphiliticus Planta inteira MCF-7 (mama) e TK-10 (renal) citostatico para MCF7

Fernandes et
al., 2013

Junior et al.,
2013

Maciel et al.,
2007

Maistro et al.,

C. antisyphiliticus

C. campestris

C. cajucara

C. palanostigma

Epimero do acido

caurendico

Extrato das folhas

Clerodanos
1solados

Latex

melanoma murino (B-16) e colon do tutero
(HeLa)

Camundongo Swiss

Leucemia humana (K562) e do carcinoma
de
Ehrlich

Leucécitos e células hepaticas

O epimero nao foi seletivo entre as linhas de
células tumorais e normais.
Nao apresentou toxicidade aguda.

Apresentou atividade citotoxica moderada.

Nao apresentou citotoxicidade

2013
Montopoli, C. lechleri Latex e taspine Melanoma (SK23) ¢ colon retal (HT29 € Ambos inibiram a proliferagdo celular
2012 LoVo)
Continuagao da Tabela 2...
Autor Espécie Uso Linhagens Resultados




Montopoli,
2012

Pieters et al.,

C. lechleri

C. lechleri

Latex e taspine

Melanoma (SK23) e célon retal (HT29 e
LoVo)

Célula endotelial de corddao umbilical

15

Ambos inibiram a proliferacao celular

1993 C. palanostzgma Latex humano Nao estimulou a proliferagdo celular.
C. erythrochilus
Roszs(l)g; al, C. lechleri Latex Leucemia humana (K562) Nao estimulou a proliferagao celular
Sa;?d(;\(l)%lzet C. palanostigma Latex Estomago (AGS), colo (HT29 e T84) Reduziu a proliferacao das células
TOXICO in vivo
Autor Espécie Uso Linhagens Resultados
Alfonso- Extrato
Castro et al., C. lechleri metandlico das Camundongo Toxicidade moderada
2012 folhas
Janior et al Extrato
2013 " C. campestris hidroalcoolico das Camundongo Swiss Baixa toxicidade aguda.
folhas
ANTITUMORAL
Autor Espécie Uso Linhagens Resultados
Alfonso- Extrato , ,
Castro et al., C. lechleri metanolico das Hela (colon do ut? ro) em Camundongo Efeito anti-tumoral
fémea
2012 folhas
Bezerra et al., . Oleo das folhas e Sarcoma 180 em Camundongo fémea . .
C. regelianus . Efeito anti-tumoral
2009 ascaridole
MUTAGENICIDADE
Autor Espécie Uso Linhagens Resultados




Rossi et al.,
2003

Lopes et al.,
2004

C. lechleri

C. lechleri

16

Latex Salmonella N4do apresentou acdo mutagénica
typhimurium TA98 e TA100 p ¢ g

Saccharomyces cerevisiae
XV185-14c (MATa ade-2-1, arg4-17, hisl-
Latex 7, lys1-1, trp548, hom3-10) Salmonella
typhimurium (TA97a, TA98,TA100, TA102
e TA1535)

Apresentou atividade mutagénica para a
linhagem TA1535 e Saccharomyces
cerevisiae XV185-14c forthe lys1-1, his1-7 e
hom3-10
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2.2.7. Fitoquimica

Entre as intimeras classes de substancias quimicas encontradas no
género Croton os terpenodides sao os que mais se destacam em fungdo de suas atividades
farmacoldgicas e, entre estes, os diterpenos demonstram grande relevancia por apresentar
ampla distribui¢ao dentro do género, a exemplo das espécies C. cajucara (MACIEL et al.,
1998; RODRIGUEZ et al., 2004; SILVA, 2005; COSTA et al., 2007), C. pullei var. glabrior
(ABREU et al., 2001), C. nepetifolius (SANTOS et al., 2008), C. stipuliformis (RAMOS et al.,
2008); C floribundus (MEDINA et al., 2009), C. asiatica tiglium e C. flavens
(MULHOLLAND et al., 2010), C. zambesicus (ADEROGBA et al., 2011), C. gossypiifolius
(SUAREZ et al., 2013) e C. urucurana (PIZZOLATTI et al., 2013).

As propriedades farmacolodgicas dos diterpenos sdo amplas incluindo
antitumoral (ADOLF et al., 1985; HAGIWARA et al., 1995; ROENGSUMRAN et al., 2002),
anti-inflamatéria (BRAQUET, 1988; ICHIHARA et al., 1992; CARVALHO et al., 1996;
PERAZZO et al., 1997; MACIEL et al., 2000; DEMETZOS et al., 2001), antireumatica (GU
et al., 1995), antiulcerogénica (SHIRAKABE et al., 1995; BRITO et al., 1998; HIRUMA-
LIMA et al, 2001; RODRIGUEZ et al , 2004), antibiotica (NAKANISHI, 1974) e
hipoglicemiante (MACIEL et al., 2000).

Estudos sugerem que a agdo antimicrobiana (GHISALBERTI, 1997;
PINHO e TOYAMA, 2011; JEONG et al., 2013 ) e anti-inflamatoria de algumas plantas esta
relacionado as altas concentracdes do diterpeno 4acido caurendico, provenientes do
metabolismo secunddrio da planta (ROCHA, 2008). Além disso, outras atividades dessa
substancia foram relatadas a exemplo da acdo moluscicida, cercaricida (GHISALBERT]I,
1997; MEDINA et al., 2009), antiplasmddica (LANGAT et al., 2012), citotoxica (COSTA-
LOTUFO et al., 2002), sendo também ativo contra formas tripomastigotas do Trypanosoma
cruzi (VIEIRA et al., 2002).

Além do acido caurendico, outras substiancias sdo encontradas na
espécie C. antisyphiliticus como os flavonoides O-glicosilados rutina, isoquercitina e
quercitina, C-glicosilado vitexina, 4cido quinico e o diterpeno 4cido ent-kaur- 16-en-18-oico
(Figura 2) (PEREIRA et al., 2012, CARVALHO, 2013, REIS et al., 2013). Este diterpeno,

acido ent-kaur-16-en-18-oico, foi isolado por Pereira et al. (2012) e apresenta atividade
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antimicrobiana por isso foi escolhido como alvo do presente trabalho.

H

HOOH e
I LCHs

Figura 2: Estrutura do acido caurenodico.

2.3. Cultura de células

Para as espécies do Cerrado com alto potencial farmacoldgico,
exploradas predatoriamente e que apresentam dificuldade de propagacdo, a organogénese
indireta pode ser uma alternativa vidvel para a produgdo de compostos bioativos, de modo
sustentavel, pois permite a propaga¢do rapida e a obtencdo de metabolitos secundarios via
cultivo de células (ALMEIDA et al., 1999; FRAGUAS et al., 2009; SANTOS et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2012).

A inducdo de calo pode ocorrer a partir de qualquer tecido vegetal, no
entanto, ha preferéncia por explantes com maior propor¢do de tecido meristematico ou que
apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998; MORALIS et al., 2012). O balangco hormonal enddgeno, entre citocininas e auxinas, pode
estimular a proliferacao celular (VIETEZ e SAN-JOSE, 1996; MORALIS et al., 2012). No
entanto, em alguns casos, a suplementagdo com reguladores exdgenos € necessdria, visto que
muitos tecidos necessitam da adi¢do de auxinas para se desenvolverem in vitro (OZIAS-
AKINS e VASIL, 1985; MORALIS et al., 2012).

No periodo de multiplicagdo dos calos, pode ocorrer a variacao
somaclonal, uma varia¢do fenotipica de origem genética ou epigenética, que pode ser uma
vantagem quando aumenta a variabilidade ou desvantagem, quando provoca perda de

estabilidade das linhagens celulares. Independente de ocorrer ou nao variagdao, o cultivo de
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células permite a realizagdo de estudos de fisiologia, principalmente, quando se deseja
relacionar a presenca de produtos secundarios com o crescimento celular (PIERIK, 1990;
MARASCHIN et al., 2002; MORALIS et al., 2012).

Além de calos, a cultura de células em suspensao ¢ também um
sistema in vitro muito utilizado, por apresentar maior facilidade no cultivo em escala e
controle dos pardmetros fisicos e quimicos em biorreatores (KIERAN et al.,, 1997). Os
processos industriais de maior sucesso para a producdo de metabodlitos secundarios sdo a
producao de chiconina a partir de Lithospermum erythrorhizon (FUJITA, 1988), berberina de
Coptis japonica (FUJITA, 1988) e taxol de Taxus spp (BLECHERT e GUENARD, 1990; WU
et al., 2003; ARIAS et al., 2009).

Um fato importante a ser considerado ¢ que independente do sistema
de cultivo existem culturas de células de plantas que produzem maior quantidade de
metabolitos secundarios do que plantas intactas. Apesar disso, ainda ha problemas que
dificultam o desenvolvimento do cultivo em larga escala de células vegetais, a exemplo da
baixa produtividade de compostos, instabilidade das linhagens celulares e baixa taxa de
multiplicagdo (RAVISHANKAR e VENKATARAMAN, 1993 apud RAMACHANDRA e
RAVISHANKAR, 2002; ZHONG, 2001).

Entre as diversas classes de compostos secundarios produzidos in vitro
destacam-se os terpenoides, com especial atencdo ao grupo dos diterpenos (PETERSEN,
2006; GARCIA et al., 2007; SOARES, 2010; FERNANDES, 2013). Entretanto, ndo ha
registro na literatura de trabalhos com cultura de células indiferenciada de C. antisyphiliticus e
mesmo para outras espécies da familia Euphorbiaceae sdo escassos os estudos com cultura
celular.

Lima et al. (2006) em estudo com a espécie Croton urucurana Baill.
avaliaram o efeito de cinco reguladores vegetais e as combinagdes entre eles na indugdo de
calos e formagao de brotos adventicios e observaram maior acimulo de biomassa fresca com o
uso isolado de 2,4-D. Em trabalho realizado com Jatropha curcas L., outra espécie da familia
Euphorbiaceae, foram avaliados vérias concentragdes de BAP (Benzilamino-purina) e AIB
(4acido indolbutirico), e constatou-se que ambos formaram calos e promoveram a regeneragao

de brotos adventicios (FEITOSA et al., 2013).
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2.4 Variabilidade Genética

O Brasil € o pais mais extenso da América do Sul, detentor da maior
diversidade de espécies do mundo, abrigando aproximadamente 18% da diversidade global de
plantas. No entanto, essa biodiversidade encontra-se ameagada principalmente pela perda e
degradacao de seu habitat, consequéncia da expansao agricola, do desmatamento, entre outras.
Ha dois hotspots de biodiversidade atualmente reconhecidos no pais — a Mata Atlantica e o
Cerrado (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2011).

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma da América do Sul e ocupa cerca
de 22% do territorio nacional. Apesar de possuir abundancia de espécies endémicas, muitas ja
ndo ocorrem mais em areas protegidas e outras encontram-se ameagadas de extingdo. Mesmo
diante deste cenario, o Cerrado € o bioma que possui a menor porcentagem de areas protegidas
por Unidades de Conservagao (UC) (8,21%), esse dado ¢ ainda mais alarmante quando se trata
de areas de protegdo integral (2,85% da area de UC) (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
2014).

Além da falta de politicas publicas mais rigorosas, no sentido de
proteger o bioma, ocorre a utilizacdo de forma extrativista da flora para fabricacdo de
medicamentos caseiros e produg¢do de carvdo pela populacdo local (GUARIM NETO e
MORAIS, 2003; SANTOS et al., 2010; CARNEIRO e SANTOS, 2013). O uso dessas plantas
de interesse medicinal torna-se mais grave quando partes essenciais para a reproducdo sao
retiradas (flores e sementes), ou at¢ mesmo a planta inteira, de forma nao sustentavel (SILVA
et al,, 2001). Nesse sentido, estudos que possibilitem aferir como essas plantas estdo
estruturadas no tempo e no espago sao necessarios.

A estrutura de populacdes ¢ formada pela estrutura genética e
demografica, que apesar de serem interrelacionadas, sdo distintas. Os processos associados
com nascimento, morte, dispersdo, sistema de acasalamento e histéria de vida definem a
estrutura demografica. Enquanto que, a estrutura genética ¢ designada pela estrutura de
populagdo, bem como, por processos genéticos tais como selecdo, recombinagdo (migragao ou
fluxo génico) e mutagdo (HAMRICK, 1992; SLATKIN, 1994).

Os fatores ecoldgicos que influenciam na reprodugdo e dispersao dos

genes determinam a estrutura genética de uma populacdo (LOVELESS e HAMRICK, 1984).
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Um outro fator a ser considerado ¢ o tamanho da populacdo, pois influencia o nivel e
distribuicdo genética em espécies de plantas (SUN, 1995). Além disso, o fluxo génico ¢
igualmente importante na estrutura genética das espécies, por determinar a divergéncia
genética existente entre as populagdes (NEIGEL, 1997).

Quando o fluxo génico ¢ alto ha tendéncia de homogeneizagdo da
variagdo genética entre as populacdes, quando ¢ baixo, fatores como endogamia, deriva
genética e selecdo causam divergéncia genética entre populagdes (SLATKIN, 1994;
HEDRICK, 1999; HARTL e CLARCK, 2010).

Em populagdes subdivididas, fragmentadas, o fluxo génico ¢ restrito,
podendo levar a endogamia e deriva genética, reduzindo a diversidade genética e
comprometendo o potencial adaptativo, fertilidade, vigor e produtividade das populacdes,
dentre outros (ALLARD, 1971; RITLAND, 1996; YOUNG et al., 1996;. KELLER e
WALLER, 2002; McLAUGHLIN et al., 2002). O conhecimento do nivel do fluxo génico e da
variabilidade dentro e entre as populacdes sdo essenciais quando se objetiva estudos de
conservagao, em especial, para aquelas ameagadas, pois auxilia na compreensao de processos
populacionais e evolutivos a que estas estdo submetidas. Nesse sentido, os parametros das
analises de genética de populacdes sdo importantes por auxiliarem no estabelecimento de
estratégias adequadas a conservacao da biodiversidade (AVISE, 2010).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas de grande potencial, pois
permitem a identificagdo das diferengas genéticas entre individuos ou populagdes,
possibilitando estimar os padrdes de variabilidade, norteando assim, a tomada de decisdes na
conservagao de recursos genéticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; FREITAS et al.,
2005).

2.4.1 Marcadores Moleculares

A defini¢do da estrutura quimica da molécula de DNA pelos
pesquisadores Watson e Crick, na década de 50, foi o marco para o surgimento da Biologia
Molecular, propiciando um entendimento das principais caracteristicas dos seres vivos a partir

dessa molécula (PINHO, 2006). O desenvolvimento das técnicas de manipulagdo do DNA
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possibilitou o surgimento dos marcadores moleculares na década de 80 contribuindo para o
avanco da Biologia Molecular (GUIMARAES et al., 2009).

Os marcadores moleculares sao ferramentas que permitem identificar e
diferenciar gendtipos através de sequéncias de DNA, para estudos da variabilidade genética
das espécies, tanto para aplicacdes filogenéticas e evolutivas, quanto para fins praticos em
programas de melhoramento genético e na manuten¢do de bancos de germoplasma (LANZA
et al., 2000; LOPES et al., 2002; JAGARELLI, 2007; GUIMARAES et al., 2009).

Os marcadores moleculares avaliam os genétipos sendo as bandas
comuns a todos os individuos interpretadas como semelhancas genéticas e as bandas nao-
comuns como diferengas. Os resultados sdo codificados, a fim de gerar uma matriz de
similaridade ou dissimilaridade, interpretada por meio de analise de agrupamento ou
multivariada. (LANZA et al., 2000; GUIMARAES et al., 2009).

Nas décadas de 80 ¢ 90 os marcadores do tipo RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ¢ AFLP
(Amplified Fragment Length Polymotphism) foram os mais utilizados, sendo responsaveis pelo
desenvolvimento dos primeiros mapas genéticos de espécies cultivadas (GUIMARAES et al.,
2009).

Diversas técnicas de marcadores moleculares tém sido empregadas em
estudos de diversidade genética de plantas medicinais, auxiliando programas de conservagao
no Brasil, a exemplo das espécies Maytenus ilicifolia (RIBEIRO et al., 2010), Lychnophora
pinaster (HABER et al., 2008), Myracrodruon urundeuva (FREITAS et al., 2005) e espécies
da familia Lamiaceae (MENDES, 2007). Além disso, estudos comparando a diversidade
quimica e genética em plantas medicinais também tém sido realizados com as espécies
Ocimum gratissimum (VIEIRA et al.,, 2001), Vochysia pyramidalis e V. tucanorum
(CLEMENTE, 2010), Ocimum selloi (FACANALI, 2008), Stryphnodendron adstringens
(MENDONCA et al., 2012) e Palicourea rigida (SILVA et al., 2013).

2.4.1.1 AFLP

O marcador molecular AFLP ¢ uma técnica segura e robusta, e tem-se
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mostrado eficiente para andlise de diferengas entre individuos geneticamente distintos
(CLEMENTE, 2010; LONDE et al., 2010). Essa técnica une caracteristicas de duas outras,
RFLP ¢ RAPD.

O AFLP baseia-se no polimorfismo resultante de inversoes, delecdes,
mutagdes de ponto e insercdes, que levam a perda ou ao ganho de sitios de restrigdo,
reconhecidos pelas enzimas utilizadas ou na alteracdo da sequéncia reconhecida pelos
nucleotideos arbitrarios nas extremidades 3’ dos primers seletivos, complementares aos
adaptadores (FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1998).

Esse tipo de marcador ¢ baseado na geragdo de fragmentos de DNA
através de enzimas de restricdo, geralmente EcoRI (corte raro) e Msel (corte frequente), que
digerem o material genético, originando fragmentos maiores (EcoRI/EcoR]), intermediarios
(EcoR1/Msel) e curtos (Msel/Msel). Em seguida ¢ realizada a ligacdo de adaptadores que sdao
sequéncias de nucleotideos especificas e complementares aos sitios de restri¢do; finalizando
com a ligag¢do de primers contendo bases arbitrarias por amplificagdo em reagdo de cadeia da
polimerase (PCR). Assim, inimeros fragmentos, polimorficos e monomorficos, sdo
amplificados e podem ser visualizados em gel de poliacrilamida em diversos tamanhos (VOS
et al., 1995; FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA 1998).

Modificagdes no protocolo desta técnica tem sido proposto com o
objetivo de aumentar a eficiéncia e o rendimento do processo, um exemplo ¢ a utilizagdo de
primers marcados com fluorescéncia em dois canais IRDye 700 (Infrared Fluorescent Dyes) e
IRDye 800 (HARTL e SEEFELDER, 1998; HUANG e SUN, 1999; MYBURG. et al., 2001,
HASBUN et al., 2012). Esta metodologia ¢ realizada no aparelho DNA Analyser LI-COR
(Lincoln, Nebraska, USA, 1997) e tem produzido resultados satisfatorios para espécies de
plantas com genomas de complexidade variada (MYBURG et al., 2001; KOMULAINEN et
al., 2003; UKRAINETZ et al., 2008; HASBUN et al., 2012). Além das vantagens em relacio
ao método convencional, como por exemplo, a seguranca no uso do marcador IRDye® em
detrimento dos radioativos, hd também a obtengdo dos dados de imagens em tempo real (LI-
COR BIOSCIENCES, 2010).

Nos ultimos anos o AFLP tem sido utilizado em varios trabalhos, a
exemplo de Avicennia germinans L. (DODD et al., 2002), Hypericum perforatum L.
(PERCIFIELD et al., 2007), Tribulus terrestris L. (SARWAT et al., 2008), Croton draco
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Schitdl. & Cham. (FARiAS et al., 2009), Echinaceae (RUSSI et al., 2009), Anacardium
humile St. Hill. (LONDE et al., 2010), Eugenia uniflora (FRANZON et al., 2010), Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reis (RIBEIRO et al., 2010), Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(MENDONCA et al., 2012), Palicourea rigida (SILVA et al., 2013) e Lippia sp L.
(ALMEIDA, 2014).
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3. Hipoéteses

A cultura de calos ¢ tio eficiente para a producdo do epimero do acido
caurendico in vitro quanto as folhas de C. antisyphiliticus obtidas in situ e apesar da
vulnerabilidade da espécie, em fun¢do da acdo antrdpica, hé ainda ampla diversidade genética

e quimica a ser acessada e conservada.
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4. Justificativa

A espécie Croton antisyphiliticus apresenta relevancia farmacologica e
etnofarmacoldgica, sendo amplamente utilizada no tratamento de infeccdo e inflamacdo das
vias urogenitais e estudos realizados in vitro mostraram efeito citotoxico para células
tumorais. Apesar da importancia terapéutica dessa espécie, ndo ha estudos agrondmicos e de
diversidade genética que possam viabilizar estratégias de conservagdo e de producdo que

assegure o uso sustentavel da mesma.
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Capitulo I. INDUCAO E ANALISE FITOQUIMICA DE CALOS DE Croton
antisyphiliticus Mart.

1. INTRODUCAO

Para espécies medicinais do Cerrado, a exemplo de C. antisyphiliticus
usadas abundantemente tanto pela populacdo local, como académica e que apresentam
dificuldade de propagacao in vitro e ex vitro (OLIVEIRA et al., 2011), a calogénese pode ser
uma alternativa vidvel para a prospeccao dos metabolitos secundarios da planta.

Os calos sao massas compactas formadas por células desdiferenciadas
que podem ser induzidos a partir de lesdes nos tecidos, ou acao de substancias quimicas sob
determinadas condi¢des hormonais (TORRES et. al., 2000). A vantagem desse tipo de cultura
¢ a possibilidade de propagar diversas espécies vegetais em larga escala e em reduzido tempo
(TORRES, 2013).

Nesse sentido, ¢ importante estabelecer a curva de crescimento da
espécie de interesse, afim de se obter a época de repicagem dos calos ou suspensdo celular e
determinar onde ha a maior producdo de metabdlitos secundarios (SOARES, 2003; TORRES,
2013). A curva de crescimento celular € caracterizada por seis fases: Lag (sem divisao celular,
ocorre acumulo de biomassa), exponencial (intensa divisdo celular), linear (crescimento

celular ativo), desaceleragdao (reducdo da divisdo celular), estacionaria (ndo ocorre divisao



28

celular, sintese de biomassa e aumento do numero de células) e declinio (células comegam a
morrer) (FEITOSA et al., 2013).

Conhecendo o periodo de maior produgdo do composto de interesse
através dos resultados da curva de crescimento, pode-se iniciar as avaliagdes fitoquimicas
visando obter os compostos e/ou isolados de interesse, a exemplo dos estudos para o género

Croton (Tabelas 1 e 2).

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Quantificar por HPLC o diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico nos

extratos de calos induzidos in vitro.

2.2. Especificos

—  Estimular a inducao e a producdo de calos a partir de explantes foliares e caulinares C.
antisyphiliticus;
— Determinar a curva de crescimento celular em meio semi-solido;

—  Quantificar por HPLC o diterpeno 4cido ent-kaur-16-en-18-oico nos extratos de calos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condicdes gerais dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Departamento de Biotecnologia
de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP). O meio de cultura
utilizado nos experimentos foi o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescidos de 2,5 g/L
do agente gelificante Phytagel®, o pH ajustado para 6 e foi autoclavado por 20 minutos. Todas

as plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 +2 °C, fotoperiodo
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de 16 horas e intensidade luminosa de 25 uMol m?/s, fornecida por lampada fluorescente
branca, exceto para o experimento de obten¢do dos calos in vitro. O delineamento foi
inteiramente casualizado, os dados foram submetidos a analise de variancia seguido de teste de
médias Scott-Knott a 5% de probabilidade com auxilio do programa SISVAR (FERREIRA,
2005).

3.2. Obtenc¢ao de calos in vitro

Plantulas obtidas de germinagdo in vitro foram utilizadas como fonte
de explantes. Segmentos foliares e caulinares de aproximadamente 0,5cm foram seccionados
com o auxilio de uma lamina de bisturi. Os explantes foram inoculados em placa de petri
140x15 mm, contendo 50 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo 30 g/L
de sacarose, 2,5 g/LL de Phytagel® e suplementados com:

a) Sem regulador vegetal
b) 1 mg/L de ANA

c) 4 mg/L de ANA

d) 1 mg/L de AIB

e) 4 mg/L de AIB

f) 1 mg/L de 2,4-D

g) 4 mg/L de 2,4-D

ApoOs a autoclavagem, os meios foram vertidos em placas de petri
dentro do fluxo laminar. O material foi incubado nas condigdes gerais supracitadas, mas sem a
incidéncia de luz por 60 dias. O tratamento que apresentou maior numero de explantes

convertido em calos foi utilizado como meio base para o cultivo nos demais experimentos.

3.3. Determinacio da curva de crescimento

Apo6s a inducdo dos calos, estes foram repicados em meio de cultura

MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com 30 g/L de sacarose, 4 mg/L de 2,4-D, 2,5 g/L de
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Phytagel® e mantidos por 6 meses, com repicagem mensal até a obtencdo de massa suficiente
para o estabelecimento da curva de crescimento. Apds este periodo 1 + 0,05 g de calos foi
pesado e inoculado em frascos tipo pote (8 cm de altura e @5 cm com capacidade para 160
mL) contendo 40 mL do mesmo meio de cultura mencionado anteriormente.

A curva de crescimento foi estabelecida até 96° dia de cultivo, sendo
as coletas de massas realizadas em intervalos de 4 dias. Em cada intervalo foram retirados 9
frascos, escolhidos ao acaso, os quais foram agrupados em trés repeti¢des. Foi avaliada a
massa fresca e seca dos calos sendo a secagem realizada em estufa por 48 horas. Em seguida,
os calos foram congelados em freezer para posterior analise do diterpeno acido ent-kaur-16-
en-18-oico por HPLC (High Performance Liquid Chromatography).

O percentual de crescimento das células foi determinado subtraindo a
massa da matéria seca final (PF) da massa da matéria seca inicial (PI), dividindo este valor
pela massa da matéria seca final e multiplicando por 100, através da féormula [(PF - PI)/ PF] X

100 (DUNG et al., 1981).

3.4. Extracio dos constituintes quimicos de calos de C. antisyphiliticus e quantifica¢cdo do

diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico por HPLC

Para a obtencdo dos extratos, 1 g de calo seco de C. antysyphyliticus,
previamente pulverizado em moinhos de facas (MARCONI), foi submetido a extragdo com
100 mL de cloroformio em ultrassom (ULTRASONIC) por 20 minutos, esse procedimento foi
repetido trés vezes, totalizando 300 mL de solvente. Foi realizado o clean-up nos extratos
obtidos, solubilizando as amostras em MeOH : H>O (85 : 15) as quais foram aplicadas em
cartucho de C18 (Supelco® - LC18 reorder 57054), previamente ativado com 1 mL de MeOH,
seguido de 1 mL de MeOH : H>O nas mesmas condi¢des de preparo das amostras (85 : 15).
Para a quantificacao 0,003 g do extrato foi ressuspendido em 1 mL de MeOH : H>O (85 : 15),
esta solugdo foi adicionada ao cartucho e apds adsorcdo, foram adicionados 3 mL da solugao
MeOH : H>O (85 : 15) para a eluicdo dos compostos de interesse. Os analitos em solugdo (1
mg.mL") foram filtrados em membrana 0,22 pm (Millipore®) e uma aliquota de 20 pL foi
injetada em equipamento HPLC Shimadzu (LC-10 AD vp), acoplado a detector de arranjo di-
iodo (SPD-M10A), coluna supelcosil LC-18 de fase reversa (250 mm x 4,6 mm, 5p), usando
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como fase movel metanol : agua + 4cido acético 0,1 % (85 : 15) por 45 minutos com fluxo de
1 mL/min. e detecgdo no comprimento de onda de 210nm, modo isocratico (PEREIRA et al.,
2012). Para a quantificacao do acido ent-kaur-16-en-18-oico foi preparada uma curva analitica

do écido, segundo Ribani et al., (2004).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencao de calos in vitro

O uso de regulador vegetal foi eficiente para a inducdo de calos em
explantes foliares e caulinares de C. antisyphiliticus. Para ambos os tipos de explantes houve
oxidagdo dos tecidos apds 30 dias de permanéncia no meio de cultura. No entanto, aos 60 dias
de cultivo surgiram células indiferenciadas do tecido, que estava aparentemente necrosado,
formando uma massa celular de coloragdo clara da qual originou os calos fridveis utilizados
nos experimentos (Figura 3).

Todas as auxinas avaliadas induziram calos nos explantes caulinar e
foliar. Entretanto, a porcentagem variou em fun¢do da concentracdo dos reguladores, sendo
que 2,4-D na concentragdo de 4,0 mg promoveu calos em mais de 90% de ambos os explantes
(Tabela 3).

Esses resultados corroboram com o trabalho realizado para a espécie
Croton urucurana (LIMA et al., 2006), que também demonstrou a viabilidade de producao de
calos a partir do cultivo com o regulador vegetal 2,4-D.

Os resultados do presente estudo indicam que fornecimento exdgeno
de auxina foi suficiente para promover um equilibrio hormonal capaz de induzir a formagao de

calos nos tecidos foliares e caulinares de C. antisyphiliticus.
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Figura 3: Explantes caulinares e foliares em placas de petri com meio de cultura MS basal

suplementado com 4mg de 2,4-D, avaliados aos 30 dias (A); aos 60 dias, explantes escuros

(B); explante visto em lupa, detalhe em vermelho das células indiferenciadas (C) e calo friavel

utilizado na curva de crescimento (D). Fonte: Arquivo pessoal.



33

Tabela 3: Efeito de diferentes concentragdes e tipos de auxina na inducdo de calos obtidos a

partir de caule e folha de C. antisyphiliticus cultivados por 60 dias.

Porcentagem de calos

Caule Folha
Concentragiao mg/L Concentracio mg/L

Auxinas 1,0 4,0 C.V. 1,0 4,0 C.V.
Controle 0,0dA 0,0cA 0 0,0bA 0,0cA 0

ANA 100aA 89,33bA 7,52 57,67aA  31,00bA 35,28

2,4-D 50bB 100aA 943 53,0aB  93,33aA 13,33

AIB 21,33¢B 100aA 7,12 5,33bB  39,33bA 41,12

C.V. 13,68 6,96 36,40 24,52

Médias seguidas da mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott.

4.2. Determinacao da curva de crescimento, extracao dos constituintes quimicos de calos
de C. antisyphiliticus e quantificacio do diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico por
HPLC.

Foi possivel identificar quatro fases na curva de crescimento (massa fresca) de C.
antisyphiliticus (Figura 4). A fase lag (I) ocorreu do 0 ao 4° dia, periodo no qual as células se
preparam para a divisdo; fase exponencial (II) do 4° ao 40° dia, periodo caracterizado por
intensa divisdo celular; fase estacionaria (III) do 40° ao 76° dia, momento que ocorre reducao
na divisdo celular e fase de desaceleragdo (IV) que iniciou no 76° dia e foi até o 96° dia. E
nesta ultima fase que os calos devem ser transferidos para novo meio de cultura devido o
acumulo de substancias toxicas e reduc¢do dos nutrientes do meio (AZEVEDO, 2003).

De acordo com a Figura 4, a fase lag apresentou duragdo mais curta, esse fato pode ser
resultado da metodologia utilizada na determinacdo da curva de crescimento, visto que as
culturas ja se encontravam em crescimento quando da sua utilizag¢do, resultado similar foi
observado em outros trabalhos (CELEDON et al, 2000; TORRES 2013).

Em relagdo a massa seca observou-se que do tempo 0 ao 36* dia houve aumento no
acumulo de biomassa devido a elevada divisdo celular, caracterizada pela fase exponencial,
que foi coincidente com a fase I da biomassa fresca. No 36 dia foi obtido o maior acamulo de

massa seca e a apartir deste periodo ocorreu o decréscimo da biomassa.
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Houve variacdo na concentragdo do acido ent-kaur-16-en-18-oico nos dias avaliados. A
maior produ¢do desta substiancia ocorreu no 24° dia (109,84 ug/g PS) e este ponto ndo foi
coincidente com o maior acimulo de biomassa seca (Figura 5). Esses dados corroboram com
os estudos realizados com raizes in vitro da espécie Peritassa campestris (PAZ et al., 2013) e
calos de Maytenus ilicifolia (COPPEDE et al., 2014) nos quais os autores também nao
obtiveram valores coincidentes da maior biomassa seca e a concentracdo maxima do composto
de interesse.

Em termos de produtividade, o melhor resultado foi obtido no 36° com 1,07 ug/dia do

acido ent-kaur-16-en-18-oico.
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Figura 4: Acumulo de massa fresca e seca em fung¢do do tempo de cultivo in vitro de calos de
C. antisyphiliticus. (1) fase lag, (II) fase exponencial, (III) fase estacionéria e (IV) fase de

desaceleragao com 2,4-D.
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Figura 5: Acumulo de massa seca e concentracdo do diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico
em fungdo do tempo de cultivo in vitro de calos de C. antisyphiliticus,inoculados em meio

semi-solido.
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Capitulo II. ANALISE DA DIVERSIDADE QUIMICA E GENETICA DE Croton
antisyphiliticus POR MARCADOR MOLECULAR AFLP

1. INTRODUCAO

As caracteristicas morfologicas sdo muito utilizadas para a
caracterizagdo de uma espécie, mas os marcadores moleculares fornecem uma abordagem
mais especifica de cada individuo e sdo muito mais eficientes para a determinagdo da
variabilidade genética, por analisarem diretamente o material genético (YANAKA, 2005). No
que se refere a estudos genéticos de populagdes naturais, os marcadores moleculares
representam uma ferramenta eficiente na identificagdo da diversidade genética.

Nos ultimos anos, os marcadores moleculares baseados no DNA sao
considerados a melhor técnica para determinar relagcdes genéticas e diversidade, colaborando,
também, para estudos evolutivos e ecoldgicos (FRACARO et al., 2005; SEMAGN et al.,
2006).

Os marcadores moleculares fornecem informagdes importantes em
diferentes niveis (estrutura da populacdo, relagdes filogenéticas, padroes de biogeografia

historica e andlises de ascendéncia e parentesco), devido a capacidade de detectarem,
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variagdes genéticas (FERAL, 2002). O conhecimento da maneira que essa variagio esta
estruturada no espago ¢ importante no direcionamento de estratégias de conservagdo genética,
manejo sustentavel e melhoramento genético (ESTOPA, 2003; KAGEYAMA et al.,, 2003;
SAHYUN, 2007; ROSSI et al., 2009; RIVAS et al., 2013).

Entre os vérios tipos de marcadores destaca-se o AFLP (4Amplified
Fragment Length Polymorphism), que possui a maior taxa multiplex de todos os sistemas de
marcadores via PCR, mais de 100 fragmentos de restricdio podem ser amplificados
simultaneamente (MYBURG et al., 2001). Por apresentar melhor reprodutibilidade, resolugao
e sensibilidade do que outras técnicas (por exemplo, RAPD e ISSR), o AFLP tem sido
utilizado de forma eficiente na identificagdo da variabilidade genética (HASBUN et al., 2012).
Além disso, para a utilizagdo do marcador AFLP nao ¢ necessario conhecimento prévio de
dados de sequéncia de DNA para a constru¢do de primers (FALEIRO et al., 2001). Como
desvantagens o AFLP apresenta a domindncia do marcador, o alto custo ¢ as varias etapas e
reagentes necessarios a obtencao dos marcadores (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Com objetivo de aumentar a eficiéncia e rendimento do processo,
pesquisadores propuseram a utilizacdo de corante IRDye® infravermelho (IRD) ou outros
iniciadores oligonucleotidicos marcados por fluorescéncia, ao invés dos radioativos e analise
de fragmentos com um sequenciador de DNA automatizado, em vez de electroforese em gel
de poliacrilamida (MYBURG et al., 2001; HASBUN et al., 2012). Estas modifica¢des
aumentaram a eficiéncia e rendimento do processo (HARTL e SEEFELDER, 1998; HUANG
e SUN, 1999).

No presente estudo, a fosforamidita foi escolhida para a marcacao
especifica, por promover rapidez e confiabilidade, além de gerar um gel que pode ser
visualizado em tempo real e lido por programas computacionais especificos. As imagens
produzidas dos fragmentos sdo mais nitidas e de facil detec¢@o além de propiciar a realizagdo
de andlises multiplex (MYBURG et al., 2008; LI-COR BIOSCIENCES, 2010).

O estudo da diversidade genética de plantas medicinais com
marcadores moleculares tem sido amplamente empregado e a associagdo entre dados genéticos
e perfil de marcadores quimicos ¢ fundamental para se estabelecer estratégias de conservagao

(MELO et al., 2009; BERTONI et al., 2010; MENDONCA et al., 2012; SILVA et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a diversidade quimica e genética entre os individuos de C.
antisyphiliticus por marcador molecular AFLP e quantificar o 4cido ent-kaur-16-en-18-oico de

folhas por HPLC.

2.2. Especificos

Identificar combinagdes polimorficas para o estudo da variabilidade genética;

—  Estimar as frequéncias alélicas e parametros genéticos basicos;

—  Avaliar a estrutura genética populacional;

—  Avaliar a divergéncia genética e padrdes espaciais;

—  Avaliar a variabilidade da concentracdo do acido ent-kaur-16-en-18-oico, entre e

dentro, das populag¢des naturais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condicdes gerais dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitoquimica do
Departamento de Biotecnologia de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP), Ribeirdo Preto (SP) . Foram coletadas folhas jovens de seis populagdes naturais
de C. antisyphiliticus, nos municipios de Cataldo e Jatai (GO), Sacramento, Pratinha e Sao
Gongalo (MG) e Pedregulho (SP). As folhas foram utilizadas para os experimentos de biologia
molécula e analise fitoquimica. A escolha das éareas de coleta foi aleatoria e a localizacao

determinada com GPS (sistema de posicionamento global) (Tabela 4 e Figura 6).
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3.2. Extracio de DNA

Folhas jovens de vinte individuos de cada populacao foram utilizadas

como fonte de material genético.

Tabela 4: Municipios, codigos e coordenadas geograficas dos acessos de C. antisyphiliticus
para estudo da diversidade genética.

Municipio | Cddigo | Latitude (S) Longitude Altitude N° de
(W) (m) individuos
Jatai Jat 17°50°55,4”  51°29°55,5” 882 20
Catalao Cat 18°00°30,0”  47°48°26,1” 867 20
Pratinha Pr 19°49°01,0”  46°24°21,1” 1154 20
Sao Gongalo Sg 18°25°30,5”  43°29°57,1” 1099 20
Sacramento Sac 19°46°06,7  47°12°49,2” 1073 20
Pedregulho Ped 20°13°25,9”  47°28°17,3” 1020 20
Total de individuos 120
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Figura 6: Locais de coleta das populagdes de C. antisyphiliticus nos trés estados brasileiros

(Fonte: GPS TrackMaker 13.9 FERREIRA, 2014).

Devido a dificuldade em obter material genético integro, dois

protocolos de extragdo de DNA para a espécie C. antisyphiliticus foram avaliados:

Protocolo 1

Em um tubo de eppendorf de 2 mL foram pesadas 100 mg de folhas
jovens, em seguida acrescentou-se silica 60 e nitrogénio liquido. Posteriormente, iniciou-se a
macera¢do com bastdo de vidro esterilizado até a pulverizagdo completa do material. Este
procedimento foi realizado no gelo. Apos a maceragdo, 1000 puL. de tampao de extragdao (100
mM de Tris HCI pH 8,0; 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; solugao 2% p/v de CTAB; solugao 0,2%
v/v 2 mercaptoetanol; PVPP 3% p/v; PVP 1% p/v) foram adicionados aos tubos, que foram

homogeneizados e incubados em banho-maria a 65°C por 30 min. As amostras foram
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colocadas a temperatura ambiente para resfriamento, em seguida adicionaram-se 600 pL de
clorofil (cloroférmio + alcool isoamilico 24:1).

O material foi centrifugado a 20817 g durante 5 minutos. A fase
aquosa foi coletada e transferida para outro tubo e adicionados 1/10 do volume da solugao
CTAB 10% (CTAB 10% e NaCl 1,4 M) e homogeneizada. Em seguida, foram adicionados
600 pL de clorofil. O material foi homogeneizado e centrifugado a 17843 g durante 5 minutos.
A fase aquosa foi coletada e transferida para outro tubo e adicionada 2/3 do volume de
isopropanol gelado. Em seguida, misturado calmamente e levados ao freezer por 2 horas.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 11151 g por 5 minutos ¢ o sobrenadante foi
descartado.

O sedimento (DNA) foi lavado duas vezes em etanol 70% e uma vez

(1113

pellet

9999

com etanol absoluto. Apos a secagem, a temperatura ambiente, o foi ressuspendido
em 50 pL de 4gua deionizada. Foram adicionados 2 pl. de enzima RNAse (10 mg/mL) e
incubado a 37° C por 20 minutos. A integridade e a quantidade dos acidos nucléicos foram
avaliadas por eletroforese em gel de agarose (1 %) em tampao TBE 1X (108g Tris base, 53¢
Acido bérico, 40mL EDTA 0,5M (pH 8) e 1000mL Agua destilada gsp.), com voltagem de 5-

9V/cm ( DOYLE e DOYLE, 1987, com adaptagdes).

Protocolo 2

Em um tubo de eppendorf de 2 mL foram pesadas 100 mg de folhas
jovens, em seguida acrescentou-se silica 60 e nitrogénio liquido. Posteriormente, iniciou-se a
maceracdo com bastdo de vidro esterilizado até a pulverizagdo completa do material. Foram
adicionados 1 mL de tampao de lavagem (100mM Hepes, 0,1% (m/v) PVP, 4% (v/v) B-
mercaptoetanol), os tubos foram vortexados 3 minutos e centrifugado por mais 3 minutos a
12000g. O sobrenadante foi descartado. O processo de lavagem foi repetido por mais cinco
vezes.

Em seguida foi adicionado 1 mL de tampao de extracdo (15% (m/v)
Sacarose, 50 mM Tris-HCI (ph 8), 50 mM EDTA (pH 8), 500 mM NaCl) ao precipitado e
centrifugou-se por 5 minutos a 8400 g. O sobrenadante foi descartado e 450 puL de tampao de

ressuspensao (20mM (Tris-HCI (pH 8), 10mM EDTA (pH 8)) juntamente com 80 puL de SDS
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(10%) foram adicionados, os tubos foram incubados a 70°C por 15 minutos.

As amostras foram colocadas a temperatura ambiente para
resfriamento, em seguida adicionaram-se 300 puL de acetato de amodnio (7,5M) e incubou-as
em gelo por 40 minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 12000g a 4°C por 15
minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi transferido para um eppendorf e adicionado um
volume igual de isopropanol gelado, os tubos foram vertidos bruscamente e centrifugados a
12000g a 4°C por 15 minutos.

(1113

O sobrenadante foi descartado e o ““pellet”” lavado duas vezes com
etanol 70% com posterior centrifugacdo a 12000g a 4°C por 3 minutos. Apds a secagem, 0O
“pellet” foi ressuspendido em 50 pL. de agua deionizada e adicionaram-se 2 pL de enzima
RNAse (10 mg/mL) com posterior incubagdo a 37°C por 20 minutos. Apds a extracao
procedeu-se com a purificagdo do DNA por tratamento com acetato de amonio. O DNA
extraido foi ressuspendido em 250 pL. de dgua deionizada e acrescentaram-se 150 pL de
acetato de amonio (7,5M), ap6s a homogeneizagao, as amostras foram incubadas em gelo por
15 minutos. Posteriormente, procedeu-se com a centrifugacdo a 10000g a 4°C por 30 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionou-se o
dobro do volume de etanol absoluto e as amostras foram incubadas por 1 hora a -20°C. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 5000g a 4°C por 10 minutos, o “pellet” foi lavado

com etanol 70% e colocados para secar. Os “pellet”s foram ressuspendidos em agua e

armazenados em freezer até serem utilizados (DESHUMUKH et al., 2007, com adaptagdes).

3.3. Marcador molecular AFLP

Para a determinacdo do marcador molecular AFLP oito combinagdes
aleatorias foram selecionadas para as andlises, sendo os primers EcoRI marcados com
fluorescéncia (fosforamidita). As analises foram realizadas usando o kit “IRDye® fluorescent
AFLP® Kit For Large Plant Genome Analysis” (Li-Cor Inc, Lincoln, NE, USA. 2007)
segundo as recomendagdes do fabricante, no equipamento 4300 DNA Analyser LI-COR®
(LINCOLN, NEBRASKA, USA, 1997). Todas as reacdes foram realizadas no gelo. O
protocolo proposto baseia-se na digestdio do DNA com enzimas especificas (EcoRI e Msel),

ligacdo de adaptadores, pré-amplificacao e amplificacao seletiva, como descrito a seguir.
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3.3.1. Digestao

Para digestdao do material genético (100ng em < 9ulL) utilizou-se
2,5uL buffer 5x, 1,0uL mix de enzima EcoRI/Msel, completando o volume final para 12,5uL
com dagua deionizada. A solugdo foi gentilmente agitada, seguida por um spin e,

posteriormente, incubada a 37°C por 2 horas, e a 70°C por 15 minutos.

3.3.2. Ligacao dos adaptadores

Apds a digestdo, os fragmentos foram ligados aos adaptadores
complementares aos sitios de restricdo das enzimas, utilizando-se 0,5uL T4 DNA ligase
(67U/uL, Biolab’s), 12,0uL mix de adaptadores, 12,5uL solugdo de digestdo, resultando no
volume final de 25pL. A solugdo foi gentilmente agitada, seguida por um spin e,

posteriormente, incubada a 20° C por 2 horas e a 70° C por 15 minutos.

3.3.3. Pré-amplificacio

O produto da ligacdo foi diluido na proporcao 1:10 (mix:agua).
Posteriormente, 2,5 pL foram utilizados para a reacdo de pré-amplificagdo, aos quais foram
adicionados 18,0uL mix primers pré-amplificagio AFLP®, 2,5uL tampdo 10x (Fermentas),
2,0uL cloreto de magnésio, 0,5uL Tag DNA polimerase (5U/uL, Fermentas), resultando no
volume final de 25,5uL. A solucdo foi gentilmente agitada, seguida por um spin e submetida a

29 ciclos: 94° C por 30 segundos, 56° C por 1 minuto, 72° C por 1 minuto.

3.3.4. Amplificacio seletiva

O produto da pré-amplificagdo foi diluido na propor¢ao 1:10
(mix:agua), desta diluicdo foram utilizados 2,0 puL para reacao de amplificagdo seletiva. Foram
adicionados 6puL. de Working mix (200 pL para 33 reagdes) 131,6uL agua deionizada, 40uL
buffer 10x amplifica¢do, 26,4ul cloreto de magnésio, 2ulL.Taqg DNA polimerase (S5U/uL,
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Fermentas), 2uLlL solu¢do pré-amplificagdo, 2ul. primer Msel, 0,5uL EcoRI Dye 700 nm,
0,5uL EcoRI Dye 800 nm. As condi¢des de ciclagens foram: 94°C por 30 segundos; 65°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto; 12 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C decrescendo
0.7°C/ciclo por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; 23 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por

30 segundos, 72°C por 1 minuto. As reacdes foram congeladas a -20° C.

3.3.5. Desnaturacao das amostras

As reagdes da amplificacdo seletiva foram diluidas para a
desnatura¢do. Nesta etapa foram utilizados 10 pL de dgua deionizada acrescidos de 2 pL
tampao de corrida (Stop Blue Solution) + 3 pL da reagdo seletiva. A desnaturagdo ocorreu a

95°C por 5 minutos.

3.3.6. Montagem da placa, eletroforese e leitura da placa

Os fragmentos resultantes dos processos de amplificacdo seletiva
foram submetidos a eletroforese em gel de acrilamida (20mL Matriz de poliacrilamida 6,5%
(KB P1%), 150,0uL Solugdo APS 10%, 15,0uL. TEMED) em placa de 25x25 cm montada com
espacadores de 0,25 mm e pente de 48 pogos (formato “dente de tubardo”) também de 0,25
mm de espessura.

Apds a polimerizagdo da matriz foi realizada a pré-corrida sob
condig¢des controladas de 1500 V, 40 W, 40 mA, 45° C por 25 minutos.

Foram aplicados 0,6 pL para cada amostra e 0,8 pL para o marcador
de peso molecular (50 a 700 pb). As condi¢des de corrida foram: 1500 V, 40 W, 40 mA, 45°C
por 3 horas e 30 minutos. A visualizagdo do gel aconteceu em tempo real e a leitura da placa
foi realizada no programa LI-COR SAGAMX Automated AFLP Analysis v.3.3, que gerou uma

matriz de dados a partir da presenca/auséncia de bandas.
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3.4. Extracio e isolamento do acido ent-kaur-16-en-18-oico por HPLC de folhas de C.

antisyphiliticus

Folhas de nove individuos de cada populacdo de C. antisyphiliticus
escolhidos ao acaso, foram maceradas em nitrogénio liquido e peneiradas em peneira de 48
mesh. Posteriormente, 600 mg de p6 das folhas de cada individuo foram pesados e divididos
em trés frascos (3 x 200 mg). Em seguida adicionou-se 5 mL de metanol a cada frasco e estes
foram submetidos a banho em ultrasson por 30 minutos (Figura 7). Os extratos foram filtrados,
secos em capela e armazenados em freezer até analise em HPLC.

Para analise por HPLC as amostras foram solubilizadas em MeOH :
H>O (85 : 15) e aplicadas em cartucho de C18 (Supelco® - LC18 reorder 57054), previamente
ativado com 1 mL de MeOH, seguido de 1 mL de MeOH : H>O nas mesmas condi¢des de
preparo das amostras (85 : 15). Um mililitro da amostra solubilizada na concentracdo de 18
mg foi adicionada ao cartucho e, apds adsorcao, foram acrescentados 3 mL da solugdo MeOH
: H2O (85 : 15) para a elui¢do dos compostos de interesse. Os analitos em solugdo (6 mg.mL!)
foram filtrados em membrana 0,22 pm (Millipore®) e 20 puL da solugdo foram submetidos a
injecdo em HPLC Shimadzu (LC-10 AD vp), acoplado a detector de arranjo di-iodo (SPD-
M10A), coluna supelcosil LC-18 de fase reversa (250 mm x 4,6 mm, 5p), usando como fase
movel metanol : 4gua + acido acético 0,1% (85 : 15) por 45 minutos com fluxo de 1 mL/min. e
detec¢dao A =210 nm, modo isocratico (Pereira et al., 2012).

Além das folhas, também foi avaliado o teor do acido ent-kaur-16-en-
18-o0ico em extrato de raiz de C. antisyphiliticus coletadas in situ para efeito de comparagdao do

teor desta substancia em diferentes partes da planta.
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Figura 7: Preparo dos extratos de C. antisyphiliticus: as folhas foram cortadas (A); maceradas
em nitrogénio liquido (B); peneiradas em peneira de 48 mesh (C); o procedimento foi
realizado em triplicata (D); detalhe do processo de filtracdo dos extratos (E). Fonte: Arquivo

pessoal.

3.5. Analises estatisticas

A genotipagem dos individuos foi realizada através dos dados binarios,
presenca ou auséncia de bandas (1 e 0). Os parametros de variabilidade genética através do
indice de Nei e a porcentagem de locus polimoérficos e o calculo da frequéncia alélica e andlise

molecular de varidancia (AMOVA), foram efetuadas através dos softwares Popgene32 e Genes
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v. 2009.7.0 com 1000 simulagoes.

A distancia geografica foi calculada com o programa TrackMaker
v.13.8 e possibilitou a andlise de correlagdo entre distancia genética e geografica pelo teste de
Mantel (FILHO, 2000) utilizando o programa Genes v. 2009.7.0 com 1000 simulagdes.

O agrupamento baseou-se no modelo UPGMA e a consisténcia dos
ramos foi obtida com bootstrap de 1000 réplicas. A estrutura genética dos gendtipos foi
analisada através da Analise em Coordenadas Principais (PCoA), pelo programa GenAlEx v
6.5 (Genealex, PEAKALL e SMOUSE, 2006), ¢ o programa STRUCTURE v.2.2.4
(PRITCHARD et al., 2000) através de agrupamento baseado no modelo Bayesiano e modelo
de mistura (Admisture model) usando burn-in 200.000 seguido de uma extensdo (run length)
de 500.000, com cinco interagdes independentes e valores de K variando de 1 a 7. Para
determinar o nimero de grupos genéticos utilizou-se o critério proposto por Evanno et al.
(2005).

Os dados de concentragdo do diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico
em C. antisyphiliticus foi submetido a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo

teste Scott Knott 5% com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2005).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao de DNA

Uma das dificuldades encontradas durante o processo de extracdo de
DNA da espécie C. antisyphiliticus foi a presenca de viscosidade e oxidagdo das amostras,
embora tenha sido utilizado PVP nos dois protocolos. O protocolo 2 (DESHUMUKH et al.,
2007, com adaptacdes) foi o que apresentou melhor integridade do material genético e uma
concentracdo média de DNA de 393,43 ng/uL. A superioridade deste protocolo pode ser
resultado das vérias lavagens as quais as amostras foram submetidas, possibilitando amostras

sem viscosidade e menos degradadas. Por isso, este protocolo foi escolhido para a realizagao
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do trabalho. Outros estudos também para espécies tropicais tem relatado a dificuldade de se
obter DNA integro devido a presenca de compostos secundarios, principalmente, da classe dos
fendlicos (RATH et al., 1998; DA SILVA, 2003; DESHUMUKH et al., 2007). Por isso, a
importancia da elaboragdao de protocolos especificos, ou adaptagdes, que atendam as

particularidades das plantas estudadas.

4.2 Marcador AFLP

A leitura através do programa SAGAMX possibilitou a visualizagio de
255 bandas a partir de oito combinagdes de primers, o nimero de bandas por combinagdo foi
no maximo 51e no minimo 10, sendo todas polimoérficas (Tabela 5).

Em relacdo a porcentagem de polimorfismo temos as populagdes de
Pratinha e Jatai apresentando os maiores valores de 92,16% e 91,76%, respectivamente, e
Sacramento a menor porcentagem (78,43%) (Tabela 6). Essa elevada porcentagem de
polimorfismo encontrada na espécie, provavelmente, esta relacionada ao tipo de polinizagdo ¢
dispersdo. Embora, ndo haja estudos de fenologia com C. antisyphiliticus, trabalhos realizados
com espécies do mesmo género mostram que hd predominincia de poliniza¢do cruzada e
dispersdo de semente por insetos (DOMINGUEZ e BULLOCK, 1989; PASSOS, 1995;
ALMEIDA et al., 2003b; PIRES et al., 2004; PAULA, 2010) e se isso for um padrdo para o

género, pode explicar o elevado nivel de polimorfismo encontrado em C. antisyphiliticus.
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Tabela 5: Combinagao nucleotidica e nimero de fragmentos amplificados.

Combinacao EcCORI/Msel  Total de fragmentos

ACA/CGA 51
AAC/CTA 39
AAG/CAT 41
ACC/CTG 42
ACG/CAG 28
AGC/CTA 24
AGG/CAT 20
ACT/CTG 10
TOTAL 255
MEDIA 31,87

As distancias genéticas de Nei (h) variou de 0,2733 a 0,3540 e o indice
de Shannon de 0,4136 a 0,5195. O coeficiente de correlagdo entre os indices de Nei (h) e de
Shannon foi de 0,998 demostrando forte correlacdo positiva entre os mesmos. Pedregulho
apresentou a menor diversidade para ambos os indices e Cataldo e Pratinha apresentaram o
aior (Tabela 6). Esta ultima populacdo também mostrou os melhores resultados para os
parametros: porcentagem de loci polimorficos, nimero de alelos observados e nimero de

alelos efetivos.
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Tabela 6: Estatistica descritiva basica de seis populacdes de C. antisyphiliticus por marcadores
AFLP.

~

Populacoes N na P Ne h I
Catalao 20 1,9176 ~ 91,76  1,5583 0,3209 0,4770
Jatai 20 1,8627 86,27 1,5407 0,3104 0,4602
Sacramento 20 1,7843 78,43  1,4931 0,2841 04212
Pratinha 20 1,9216 92,16 1,6262 0,3540 0,5195

Sao Gongalo 20 1,8627 84,71 1,4916 0,2896 0,4358
Pedregulho 20 1,8471 86,27 11,4614 0,2733 0,4136
Média 20 1,8660 86,60 1,5286 0,3054 0,4546

Tamanho médio da amostragem (N) nimero de alelos observados (na) e porcentagem de loci
polimorficos (P), nimero efetivo de alelos (Ne), diversidade genética de Nei (1978) (h) e
indice de Shannon (I). Resultados obtidos pelo programa POPGENE (YEH et al., 1999).

A variabilidade dentro da populagdo foi maior (61,97%) do que entre
as populagoes (38,03%) e apesar de ser uma espécie com tendéncia a alogamia, o fluxo génico
entre as populacdes foi baixo, Nm= 1,18, e considerado restrito, provavelmente em
consequéncia da antropizagdo das areas onde as populacdes foram coletadas. Este mesmo
padrao de distribui¢do da variabilidade foi encontrado em outros estudos com espécies do
Cerrado, a exemplo de Palicourea rigida (SILVA et al., 2013), Stryphnodendron adstringens
(MENDONCA et al., 2012), Jacaranda decurrens (BERTONI et al., 2010), Lychnophora
ericoides (MELO et al., 2009) e Myracrodruon urundeuva (FREITAS et al., 2005).

A alta variacdo intrapopulacional ¢ esperada em espécies aldégamas e o
fluxo génico € inversamente proporcional a divergéncia dentro das populacdes, ou seja, quanto
maior o fluxo génico, menor a divergéncia intrapopulacional (LOVELESS e HAMDRICK,
1984).

Segundo Ennos (1994), o sucesso do fluxo génico entre populagdes de
plantas estd na dependéncia do éxito dos agentes dispersores de polens e sementes e, em
condi¢cdes naturais os dois mecanismos se mesclam. Assim, em relacdo a C. antisyphiliticus
sua dispersdo ¢ realizada, principalmente, por formigas, visto que a semente possui a

caruncula, uma estrutura que tem a capacidade de atrair esses dispersores (WEBSTER, 1994).
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Além disso, estudos com espécies do género Croton demonstram que o poélen ¢ dispersado,
principalmente, pelo vento e de forma secundaria por insetos, especialmente abelhas
(DOMINGUEZ e BULLOCK, 1989; PASSOS, 1995; SANTOS et al., 2005; JUHASZ et al.,
2009).

Nesse sentido, o baixo fluxo génico (Nm=1,18) encontrado nas
populagdes avaliadas de C. antisyphiliticus pode ser resultado da dificuldade de dispersdo,
tanto de sementes como de polen, visto que a localizacao dos individuos coletados foi restrita
a pequenas faixas de vegetacdo a beira das estradas e area isolada de protegdo permanente
(APP).

Smouse et al. (2001) afirmam que quanto maior a estruturagdo menor
sera a dispersdo de podlen e, consequentemente, menor serd o fluxo génico. Essa afirmativa
esta de acordo com os nossos resultados visto que o indice de fixacao de alelo (Fs) encontrado
foi de 0,3803 (Tabela 7), valor acima do limite proposto por Wright (1978) que ¢ de 0,25,
indicando um valor de estrutura¢do populacional muito alto. Esse resultado corrobora com os
dados obtidos por Silva et al. (2013) com a espécie Palicourea rigida (Fs=0.3601) também
coletada em area antropizada.

De acordo com Frankham et al. (2007), quanto maior o valor de Fy
menor a capacidade de dispersdo, o que aumenta a probabilidade destas populacdes tornarem-
se endogamicas. Os autores afirmam ainda que, em pequenas populacdes a endogamia € a
perda de diversidade genética sdo inevitdveis, reduzindo as taxas de reprodugdo e
sobrevivéncia em curto espaco de tempo. Além disso, as populagdes endogamicas tem pouca
capacidade de adaptacdo as mudangas ambientais, o0 que aumenta o risco de extin¢ao
(ELLSTRAND et al., 1993; SILVA et al., 2013). Assim, os valores dos indices de fixacao de
alelo e de fluxo génico refletem a situacdo da C. antisyphiliticus nos locais coletados, ou seja,
regides fortemente antropizadas e, consequentemente, fragmentadas, resultando em

populagdes estruturadas em modelos de ilhas.
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Tabela 7. Analise Molecular de Variancia (AMOVA) entre e dentro de uma amostragem das
populagdes de C. antisyphiliticus baseada em marcadores AFLP.

% total

Fonte de Componentes Estatistica
variagao G.L. 5Q. 5-Q-M. de VIa’riﬁncia (.ie ~ P -PHIst
variacao
Entre 5 2571,325 514,265 23,776 38,0293 <0,001 0,3803
populagoes
Dentrode 114 4416,85 38,7242 38,7743 61,9707 - -
populagoes
Total 119 6988,175 58,7242 62,5203 100,00 - -

G. L., grau de liberdade. S. Q., soma dos quadrados. S. Q. M., soma dos quadrados médios. p,
nivel de significancia da estimativa de variagdo genética, utilizando 1000 permutagdes.
Estatistica PHIst, variagdo genética estimada para fonte de variag¢do, andloga a estatistica- Fst
de Wright. Resultados obtidos pelo programa GENES, 2006.

O padrao espacial determinado pelo teste de Mantel com base em 1000
permutacdes foi de r= 0,17, indicando ndo haver correlagdo significativa entre as distancias
geograficas e genéticas. Resultado similar foi encontrado por Bertoni (2003) em populagdes
de Zeyheria montana e Mendonga et al. (2012) em populacdes de Stryphnodendron
adstringens. Segundo Evanno et al. (2005), a estrutura genética de popula¢des nem sempre
reflete a proximidade geografica dos individuos. Populacdes que ndo sdo discretamente
distribuidas podem, contudo, ser geneticamente estruturadas.

A abordagem Bayesiana através do programa STRUCTURE foi usada
para a confirmagdo dos resultados que indicam a formagao de trés grupos. As seis populacdes
foram estruturadas em trés grupos (Figuras 8, 9 e 10), assim como ja havia sido indicado pelas
analises do dendograma e de PCoA. O Grupo (1) foi formado pelas populagdes de Cataldo e
Jatai, grupo (2) formado por Sdo Gongalo e Pedregulho e o grupo (3) representado por

Sacramento e Pratinha.
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Os resultados gerados pelo programa STRUCTURE distribuiram os
120 individuos em seis grupos genéticos (Figura 10), a mesma cor para genoétipos diferentes
indica que eles pertencem ao mesmo grupo. Cores diferentes no mesmo individuo indicam a

porcentagem do genoma compartilhado com cada grupo.

Cataldo Jatai Sacramento Pratinha Séo Gongalo Pedregulho

Figura 10: Composicao dos grupos genéticos das populacdes de C. antisyphiliticus
identificados através do programa STRUCTURE.

Apesar de nao ter sido constatada correlacao entre distancias genéticas
e geograficas, observou-se grande compartilhamento de individuos de populagdes
geograficamente proximos (Figura 7), a exemplo dos grupos genéticos representados pelas
cores azul e lilas. A partir dos dados da ccomposi¢do dos grupos identificados pelo programa
STRUCTURE ¢ possivel estabelecer uma estratégia de coleta priorizando as populacdes de
Catalao, Sacramento e Pedregulho, por serem representantes da maior diversidade genética.

De maneira geral, as Figuras 8, 9 e 10 refletem como as populacdes
estdo estruturadas, evidenciando a fragmentacdo dessa espécie em populagdes menores. Além
disso, a Figura 10 mostra tendéncia das populacdes de Sao Gongalo e Pedregulho de se
dividirem em subpopulagdes, visto que, apresentam praticamente 50% do seu genoma
dividido em cada grupo genético. Esse dado merece atencdo especial pois, uma das
consequéncias da fragmentacdo pode ser a restri¢do de individuos de uma espécie a pequenas
areas, isolando-os parcial ou totalmente das outras populagdes. Sabe-se que a fragmentacao,

do ponto de vista genético, poderd alterar o fluxo génico entre as populacdes de maneira que
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elas se tornem mais susceptiveis aos processos de endogamia e deriva genética (YOUNG et
al., 2001; GALETTI JR et al., 2008).

Além disso, com a fragmentacao do habitat, ha reducao no tamanho
efetivo da populacdo, onde pode ocorrer perda de individuos portadores de composicao alélica
favoravel. Assim, no decorrer das geragdes os individuos que restaram comecam a acumular
alelos idénticos como consequéncia da elevagdo dos niveis de endogamia, reduzindo o valor
adaptativo nesses individuos (YONG et al., 2001; MELO, 2012).

Por isso estudos como este que avaliam a estrutura genética de uma

espécie sao imprescindiveis para que medidas efetivas de conservacao sejam tomadas.

4.3. Extracio e isolamento do acido ent-kaur-16-en-18-oico por HPLC de folhas de C.
antisyphiliticus

Houve diferenga no teor do acido ent-kaur-16-en-18-oico entre ¢
dentro das populagdes (Tabelas 8 e 9), com destaque para os individuos coletados no estado de
Goids, pois enquanto em Jatai todos apresentaram o diterpeno, em Cataldo o mesmo nao foi
detectado em nenhum dos individuos analisados, 0 que mostra a presen¢a de quimiotipos na
espécie C. antisyphiliticus. Aalém disso, foi também na populacdo de Jatai que se obteve a
maior concentragdo do diterpeno.

As variagdes quantitativas e qualitativas nos metabolitos secundarios ¢
afetada pelos fatores genéticos e ambientais e, a interagdo desses fatores, geram diversidade
bioldgica que podem constituir os chamados quimiotipos (D’ANDREA et al., 1995; HU, et al.,
2007; ZHANG et al., 2011).

Os resultados obtidos a partir da quantificagdo do acido ent-kaur-16-
en-18-oico dentro das populagdes sugerem que a presenga ou auséncia desta substancia esta
mais relacionada a fatores genéticos do que ambientais. Outro dado importante a ser
considerado ¢ que hd uma similaridade genética entre as populacdes de Jatai e Cataldo e ao
mesmo tempo uma divergéncia quimica entre elas, o que revela ndo haver correlagdo entre os

agrupamentos genéticos € quimicos, uma vez que os genes envolvidos na produgdo do acido
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ent-kaur-16-en-18-oico estdo sendo expressos numa populagdo e ndo na outra. A populacao de
Jatai apresentou a maior concentracdo (56,29 ug.g! PS).

Esse resultado ¢ reforcado por estudos os quais supde que, como
determinados compostos quimicos sdo controlados por poucos genes distribuidos de forma
reduzida no genoma, esses podem nao ter sido detectados pelo marcador AFLP (HONG, et al.,
2005; HADIAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011; BENINI et al., 2012).

Outros estudos que comparam dados quimicos e genéticos de diversas
espécies também nado obtiveram correlagdo entre estes dois parametros; a exemplo de Panax
notoginseng (HONG et al., 2005), Vitex rotundifolia (HU et al., 2007), Coriandrum sativum
L.(LOPEZ et al., 2008), Lippia alba Mill. (MANICA-CATTANI et al., 2009), Centella
asiatica (ZHANG et al., 2011), Zataria multiflora Boiss. (HADIAN et al., 2011), Cananga
odorata (BENINI et al., 2012), Crocus sativus L. (SIRACUSA et al., 2012) e Erigeron
breviscapus (L1 et al., 2013).

Além da comparacdo genética e quimica realizada em folhas
individuos da espécie C. antisyphiliticus, foi realizada também uma comparagdo dos teores do
diterpeno oriundos de diversas parte do vegetal como, folhas (Jatl), calos (24° dia) e raizes (in
situ). Houve diferenca no teor do acido ent-kaur-16-en-18-oico nas distintas partes do vegetal
(Tabela 10). As raizes apresentaram maior concentracdo do diterpeno (275,76 ug/g PS),
seguida pelas folhas (190,22 ug/g PS) e por ultimo os calos (109,84 ug/g PS). Esses dados
foram diferentes dos demonstrados para outras espécies que produzem maior teor do composto
ativo em condicdo in vitro do que in natura, a exemplo de Centella asiatica (KIONG et al.,
2005; JAMES et al., 2008), Cordia verbenacea (LAMEIRA et al., 2009), Rhodiola crenulata
(SHI et al., 2013) e Maytenus ilicifolia (BUFFA FILHO et al., 2002; BULFFA FILHO et al.,
2004; COPPEDE et al., 2014).

Apesar do alto teor do acido ent-kaur-16-en-18-oico encontrado na raiz
de C. antisyphiliticus, ser maior do que nas folhas e nos calos, a eliminagdo da planta para
obtengdo desse diterpeno a partir das raizes compromete a sobrevivéncia da espécie, visto que
a mesma ainda nao foi domesticada e/ou cultivada. Além disso, o fato da espécie ser uma erva
e apresentar sistema radicular reduzido limita ainda mais a producao do 4cido ent-kaur-16-en-

18-o0ico a partir das raizes.
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Outro ponto importante a ser considerado ¢ que a producdo de folhas
também ¢ restrita, ndo ultrapassando o nimero de dez por individuo e durante o outono e no
inverno a planta perde as folhas, ndo havendo material disponivel ao longo do ano para
obteng¢do permanente do acido ent-kaur-16-en-18-oico.

Ao comparar a producdo de diterpeno em calos e raiz ¢ possivel
estimar que calos produziriam 275,76 ug/g PS de 4acido ent-kaur-16-en-18-oico em
aproximadamente 60 dias, enquanto que as raizes de plantas adultas, acumulariam a mesma
quantidade com a idade superior a 2 anos. Assim, a produgao do diterpeno por meio de calos,

que ¢ obtido ininterruptamente in vitro, ¢ o mais viavel do que por folhas e raizes obtidas in

situ.
Tabela 8: Teor de diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico dentro das populagdes C.
antisyphiliticus.
Populacao Jat Pra Ped Sac Sgo Cat
Individuo  Y&/2 ug/g ugg  ugg uglg  uglg
1 190,22*  27,37b  0,00b 10,50d 14,88b 0,00a
2 66,26¢ 11,80¢c  0,00b 18,13¢c 16,66 b 0,00a
3 21,01d  27,96b 0,00b 4297a 19,59a 0,00a
4 51,94c¢ 0,00d 9,31a 24,02b 19,78a 0,00a
5 16,91d  25,18b  0,00b 1526¢ 1436b 0,00a
6 40,70d 9,61c  0,00b 8,54d 21,18a 0,00a
7 20,96d 13,45¢  0,00b 13,06c  0,00c 0,00a
8 89,42b  110,29a 0,00b 9,57d 0,00c  0,00a
9 9,21d 14,15¢  0,00b 0,00 e 0,00c  0,00a

C.V. 22,00 17,72 0,00 27,74 13,64 0,00

Populacdes = Jat: Jatai; Pr: Pratinha; Ped: Pedregulho; Sac: Sacramento; Sgo: Sao Gongalo e
Cat: Catalao. Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si a 5%

de probabilidade pelo teste Scott Knott.



Tabela 9: Teor de diterpeno acido ent-kaur-16-en-18-oico entre as populagdes
antisyphiliticus.
~ Diterpeno
Populagao (ug.g! PS)
Cataldo 0,00b

Pedregulho 1,03 b
Sacramento 15,78 b
Sao Gongalo 17,74 b

Pratinha 26,65b
Jatai 56,29 a
CvV 77,12

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna nao diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste Scott Knott.

Tabela 10: Concentragdo do acido ent-kaur-16-en-18-oico em calos, folha ¢ raiz de C.

antisyphiliticus.
Partes da Diterpeno
planta (ug.g" PS)
Raiz* 275,76a
Folha* 190,21b
Calos 109,84c¢
C.V. 5,8

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste Scott Knott. *Material coletado in sifu.
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5. CONCLUSOES

As auxinas utilizadas induziram calogénese em explante de C.
antisyphiliticus, sendo o 2,4-D a auxina mais eficiente.

O melhor rendimento do é4cido ent-kaur-16-en-18-oico foi obtido aos
36 dias embora o maior acimulo de biomassa seca e do teor do diterpeno ndo tenham sido
coincidentes.

O marcador molecular AFLP foi eficiente para caracterizar a
variabilidade genética em populacdes de. C. antisyphiliticus e concluiu-se que estas
populacdes estdo estruturada em modelo de ilhas, o que esclarece o nivel de vulnerabilidade
da espécie.

A espécie C. antisyphiliticus apresenta quimiotipos quanto ao acido
ent-kaur-16-en-18-oico e a diversidade quimica encontrada entre e dentro das populagdes esta
relacionada tanto a fatores genéticos quanto a ambientais.

Jatai foi a populagdo que produziu o maior teor do acido ent-kaur-16-
en-18-oico.

A producao do acido ent-kaur-16-en-18-oico ¢ mais viavel por cultutra

de tecido do que a partir de plantas coletadas in situ.
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